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OZET

KOLAJEN ICEREN NUTRIKOZMETIK YESIL CAYIN
YASLANMA KARSITI ISLEVININ SPEKTROSKOPIK,
IN-VITRO VE MOLEKULER YONTEMLER ILE
ARASTIRILMASI
Yiiksek Lisans, Beslenme ve Diyetetik
Tez Danigsmani: Dr. Ogr. Uyesi Ismail Hakki TEKINER
Haziran, 2024 — 83 Sayfa

Kolajen, hiicrenin biiylimesine destek olan ve bag dokularinin esnek yapisini
saglayan bir yapidir. Islevselligine gore 28 farkli tiirii bulunmakta olup, aralarinda
Tip 1, 2, 3 ve 4 kolajenler en yayginlaridir. Bu ¢alismada, kolajen igeren
niitrikozmetik yesil ¢ayin yaslanma karsit1 islevinin spektroskopik, in vitro ve
molekiiler yontemler ile arastirilmasi amaglanmistir. Bu baglamda, Tip 1-Tip 3
iceren kolajen miksi, kolajenli yesil cay ve normal yesil ¢cay orneklerinde, LC-
MS/MS ile aminoasit profili, L929 ve HaCaT hiicre hatlarinda MTS hiicre
canlilig1 etkileri ve toplam rolatif telomer uzunlugu incelenmistir. Bulgulara gore,
EAA ve non-EAA degerleri Tip 1-Tip 3 kolajen miksinde 3338 mg/100 g ve
19482 mg/100 g; kolajenli yesil cayda ise 18,0 mg/100 g ve 22,3 mg/100 g olarak
belirlenmistir. MTS testi, L929 hiicre canliliginda, 48. saatte 200 pg/ml Tip 1-Tip
3 kolajen miksinde %114,4 ve 400 pg/ml kolajenli yesil ¢ayda %116,6; HaCaT
hiicre canliliginda ise, 48. saatte, 400 ug/ml Tip 1-Tip 3 kolajen miksinde %120,4
ve 100 pg/ml kolajenli yesil cayda ise %I116,1 artis oldugunu gostermistir.
Toplam rolatif telomeraz uzunlugu bulgularina gore, L929 hiicrelerinde 24.saate
64,7 kat, HaCaT hiicrelerinde ise 48.saat sonunda 2,2 kati artis belirlenmistir.
Sonug olarak, kolajen i¢eren niitrikozmetik tirlinlerin yaslanma karsit1 etkilerinin

genis kapsamli arastirilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kolajen, Niitrikozmetik, Yesil Cay, Yaslanma Karsiti



ABSTRACT

EVALUATION OF ANTI-AGEING FUNCTION OF
COLLAGEN-CONTAINING NUTRICOSMETIC GREEN TEA
USING SPECTROSCOPIC, IN-VITRO AND MOLECULAR
METHODS
Meysa Nur OZDEMIR
Master, Nutrition and Dietetics
Thesis Advisor: Asst. Prof. Dr. Ismail Hakki TEKINER
June, 2024 - 83 Pages

Collagen is a structure that supports cell growth and the flexible structure of
connective tissues. There are 28 types, and Types 1, 2, 3, and 4 are the most
common. This study aimed to investigate the anti-ageing function of
nutricosmetic green tea containing collagen by spectroscopic, in vitro and
molecular methods. Therefore, Type 1 & 3 collagen mix, collagen-containing
green tea and regular green tea were exposed to amino acid profiling by LC-
MS/MS, in vitro MTS cell viability on L929 and HaCaT cells, and total relative
telomere length quantification. The findings showed that EAA and non-EAA
levelsin Tip 1 & 3 collagen mix and collagen-containing green tea were found to
be 3338, 19482 mg/100 g, and 18.0 and 22.3 mg/100 g, respectively. MTS results
revealed that in L929 viability, 200 ug/ml of Tip 1-Tip 3 collagen mix caused a
114.4% increase, whereas 400 pg/ml of collagen containing green tea by 116.6%
at 48thh. However, in HaCaT cells viability, 400 pg/ml of Tip 1-Tip 3 collagen
mix caused a 114.4% increase, and 100 pg/ml of collagen-containing green tea
by 116.1% at 48th h. Total relative telomere length quantification indicated an
increase of 64.7 fold in L929 cells at 24th h and a 2.2 fold increase in HaCaT
cells at 48th h. Overall, we concluded that the anti-ageing effects of collagen-

containing nutricosmetic products should be extensively investigated.

Keywords: Collagen, Nutricosmetic, Green Tea, Anti-Ageing
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BIiRINCI BOLUM

GIRIS

Yunanca “Uretmek” ve “Yapistirici” sdzciiklerinden gelen “Kolajen”, 19.yiizyilda bag
dokularin kaynatilmasi ile ortaya ¢ikan jelatin bilesenini tanimlamak i¢in bulunmustur.
Kolajen, hiicrelerin sabit kalmasini saglayan biyolojik bir yapistiricidir. Diger taraftan
ise, capraz kesitli fibriller halinde kendi basma birlesme gosteren, hiicrenin
bliylimesine destek olmakla beraber bag dokularinin esnek yapisinda gorev alan hiicre
dis1 matrisinde (ECM) yer alan ve gubuksu {i¢lii sarmal bir yapidir (Sorushanova vd.,

2019; Naomi vd.,2021).

Insan viicudunda bulunan toplam protein diizeyinin ortalama %30’u kolajen yapidan

olusmaktadir (Lin vd., 2020).

Supramolekiiler kompozisyon ve islevsel yap1 olarak 28 tiir kolajen tespit edilmistir).
Literatiirde en siklikla rastlanan tipleri Tip 1, Tip 2, Tip 3 ve Tip 4’diir. insan
viicudunda ise en fazla bulunan Tip 1 kolajen olup, tiim kolajen seviyesinin %90 in1

olusturmaktadir (Fujisaki ve Futaki, 2022; Shi vd., 2022).

Tip 1 kolajen, ti¢lii sarmal olusturan iki 6zdes alfa-1 Tip 1 zincirinden ve bir alfa-2 Tip
1 zincirinden meydana gelmektedir Bag doku, tendon, kornea ve deri gibi birgok
dokunun temel proteini olarak yer almaktadir. Tendonda bulunan temel fibril yapilar

Tip 1 kolajenden olugmakta olup, uygulanan mekanik kuvvetlere karsi gerilme direnci
gostermek adina paralel lif demetleri olusturmaktadir (De Padilla vd., 2021; Rico-

Llanos vd., 2021).

Arastirmalar, Tip 3 kolajen yapisinin igeriginde Tip 1 kolajenin varlifindan
bahsetmektedir. Tendonlarin daha kiigiik kolajen demetlerinden olusan Tip 3 kolajeni
de kapsadigi bilinmektedir (Senadheera vd., 2020).

Insan viicudunda Tip 1 kolajenden sonra en fazla Tip 3 kolajen bulunmaktadir. Tip 3
kolajen, viicutta gecici matris olusturarak cilt yaralarinin onariminda énemli bir rol

almaktadir (Makuszewska vd., 2020; Wang vd., 2020).


https://www.bmbreports.org/journal/view.html?volume=53&number=10&spage=539#B9

Tip 2 kolajen, kikirdak dokunun temel bileseni olarak bulunmaktadir. Kolajen Tip 2
ye kolajen Tip 3 capraz olacak sekilde baglanir ve kikirdak dokuda bulunan kolajen
fibriller yapisin1 ve biyomekanigini regiile etmektedir (Wu vd., 2021).

Kolajen en ¢ok deri, tendon, kemik, kikirdak veya rekombinant kolajen gibi hayvansal
yan Uriinlerdir. Ayrica, balik, denizanasi ve silingerler gibi deniz iirlinleri de kolajence
zengindirler. Balik derisine Tip I kolajen elde etmek i¢in siklikla bagvurulmaktadir.
Hastalik bulasma riski diisiik ve dini kisitlamalar1 olmadigi i¢in balik diger kaynaklara
kiyasla daha avantajli goriilmektedir. Sigirlar, kolajen agisindan 6nemli bir kaynak
oldugu halde, sigir siingerimsi ensefalopatisi (BSE) gibi zoonotik hastalik riski

nedeniyle daha az tercih edilebilmektedir (Geahchan vd., 2022).

Yaslanma ile insan viicudunda dis ¢evreye en fazla maruz kalan organ cilttir. Cilt
yaslanmasi, su kaybi, cilt elastikiyetinin azalmasi ve kirisikliklarin varligr ile

karakterize edilmektedir (Shin vd.,2019).

Insan derisinin kuru agirhigmin %80’i kolajendir. Bu oranin %80-90 Tip 1, %8-12 Tip
3 ve %5 ise Tip 5’den olusmaktadir. Yaslanma sonucu, kolajenin translasyonunda
gorevli olan enzimlerde bir azalma meydana gelmektedir ve kolajen yapimina

yardimci olan fibroblastlar ile cildi beslemekte olan damarlarin miktarinda disiis

olmaktadir (Hwang vd., 2020).

Cilt dokusunu iyilestirmek ve saglikli bir gorlinim vermek adma bir¢ok besin ve
takviyesi kullanilmaktadir. Dogrudan kolajen takviyelerinin, 6zellikle de kolajen
peptit icerige sahip olanlarin, diger kolajen kaynakli takviyelere oranla daha saglikli,
giivenilir ve maliyet agisindan uygun oldugu goriilmektedir. Ancak, niitrikozmetikler

yaslanma karsitt amagli yiyecek ve igecekler olarak raflarda yerini almistir (Pu vd.,
2023).

Niitrikozmetik tiriin gelistirmek icin siklikla kolajen hidrolizat benzeri “biyoaktif
peptitlere” bagvurulmaktadir. Birgok calisma, hidrolizat kolajenin oral yolla alinmast
ile cilt saglig1 icin olumlu etkisi olacag: lizerine odaklanmistir. Oral olarak alinan
kolajen igeren niitrikozmetik tirlinlerin Anti-Aging ve cilt lizerine etkilerini inceleyen

az diizeyde ¢alisma bulunmaktadir (Lupu vd.,2019; Rustad vd.,2021).

Bu c¢alismada, kolajen igeren niitrikozmetik yesil c¢ayin yaslanma Kkarsiti

fonksiyonunun in-vitro ve molekiiler yontemler ile arastirilmasi amaglanmustir.



IKINCI BOLUM
KOLAJEN, NUTRIKOZMETIKLER VE YASLANMA KARSITI
ETKILERI

2.1 Kolajen Nedir?

Yunanca ’da tutkal olusturan madde anlamina gelen kolajen, Yunanca kolla
“vapistiric” ve gen “dogurmak” kelimelerinden tiiretilmis olup, Latince bir kelime
olarak giiniimiizde kolajen seklinde anilmaktadir. Eski Yunan ve Roma dénemlerinde
kolajen yap1 tutkal madde olarak kullanilmakla beraber, kemikler, tendonlar ve deri
gibi kolajenden zengin kaynaklarin denatiirasyona ugramasi sonucu meydana
gelmekteydi. Kolajen yapi, insan viicudunda biyolojik doku ve hiicreleri bir arada
tutan birlestirici 6zellik géstermektedir (Andriotis vd.,2023).

Kolajen hiicre dis1 matris (ECM), deri, kemikler, tendonlar, baglar, kikirdak ve kan
damarlar1 bagta gelmek tizere farkli dokularda bulunmaktadir (Mienaltowski vd.,
2021).

Insanin viicut dokular1, hiicresel olan ve organlarin hiicresel yapida olmayan bileseni
olarak yer alan hiicre dig1 matristen (ECM) meydana gelmektedir. Elastin, hiyaliironat
(HA) ve proteoglikanlarin, kolajen ile birlesmesi sonucu, hiicreye mekanik 6zellik
veren ve hiicrenin stabilitesini saglayan veya islevsel hale gelmesinde gorev alan
ECM’yi olusturmaktadirlar. ECM’nin temel gorevlerinden baslicast dokularda
bulunan hiicrelere fiziksel olarak destek saglamasinin yani sira hiicresel davranislarin
bir diizen iginde ilerlemesinde oldukg¢a biiyiik bir goreve sahiptir. Kolajenler,
glikoproteinler ve proteoglikanlar, {i¢ boyutlu bir ag sarmalinda diizenlenmekte olup,

ECM proteinlerinin temel kategorileridir (De Martino ve Bravo-Cordero, 2023).

ECM’ nin baskin bileseni olarak yer alan kolajen, omurgali canlilarin hiicrelerinde en
fazla bulunan protein yapis1 olarak gériilmektedir. Insanin viicut mekanizmasinda
islevi olan bircok organ ig¢in, kolajen hiicre adezyonunda, hiicrelerin yer
degistirmesinde, farklilasmasinda ve fonksiyonlarinda yapisal ve biyolojik olmak

tizere destek vermektedir (Li vd., 2023; Biswal ve Agmon, 2023).



Kolajen yap1 baslica, derilerde, kikirdaklarda, tendonlarda ve kemik bilesiminde yer
almaktadir. Memelilerde, toplam viicut protein diizeyinin %30’ u kolajenden
olugsmaktadir. Kolajen, insan derisinin, kuru agirlik miktarmin %80’ini meydana
getirmektedir. Insan derisi, kan damari, kikirdag: vb. farkli bag dokularinm temel
iskelesi olarak rol almaktadir (Zhang vd., 2023).
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Sekil 2.1: Kolajenin insan Viicudunda Cesitli Dokulardaki Dagilimi
Kaynak: Karamanos vd., 2021

Kolajen, genetik a¢idan birbirinden farkli molekiillerden meydana gelen siiper aileyi
temsil etmektedir. Gilinlimiize kadar, omurgalilarda 44 adet gen tarafindan kodlanmis
olan 28 cesit kolajen tipi bildirmektedir. Kolajen siiper ailesinin 28 tipi, kolajen
molekiillerinin bir araya gelmesiyle ortaya ¢ikan supramolekiiler mimariye sayali
olmak iizere daha fazla gruplandiriimaktadir. Bu bildirilen 28 tip kolajen i¢inden en
baskin ve en fazla bilinen tipler; Tip 1, Tip 2, Tip 3, Tip 4 ve Tip 5 olmak {izere 5
gruba ayrilmaktadir (Andriotis vd., 2023).

Biitiin kolajen yapilarin temel ortak yonii benzersiz yapisal elemente sahip olmalarinin

yani sira kolajeni olusturan ii¢lii sarmal yapiya sahip olmalidir. Dogal yollardan



sentezlenen kolajen molekiil yapilari, karakteristik bir sarmal yapiya sahip ti¢ adet
uzun aminoasit (AA) zincirlerinden olusmaktadir (Jafari vd., 2020; Darvish, 2022).

Farkli tiirlerde bulunan hayvanlarin, kolajen profilleri incelendiginde en az 46 adet

birbirine benzemeyen polipeptit zinciri gériilmektedir (Matinong vd., 2022).

Kolajen, birbirine sarilmis halde bulunan ii¢ aa zincirinden olusan ti¢lii sarmal yapidir.
Kolajen proteininin temel bilesenleri, glisin, prolin ve hidroksiprolin olmak iizere bu
3 AA’dan olusmaktadir Sekil 2.2” de belirtilen her bir alfa (a)) zincirinin agirligi 100
kilodalton (kDa ) molekiiler agirlikta olup, 1000 adet AA yer almaktadir ve bununla
beraber glisin aminoasitininde yer aldig1 her {i¢ pozisyonda bir birbirini tekrar eden

spesifik bir AA dizisinden ortaya ¢ikmaktadir (Afiazco vd., 2023).

Kolajen zincirleri siklikla birbirini tekrar eden glisin-XY motifinden olugmaktadir.
Burada glisin aminoasidi iken, X ve Y kodlari ise sirasiyla ¢ogunlukla prolin ve
hidroksiprolin aminoasitlerini temsil etmektedir. Bu motif ile kolajen diger ECM
bilesenlerinden ayrilir (Holmes vd., 2018).

Cesitli kolajen tiirlerine bakildigi zaman, o-zincirlerinin kompozisyonunu etkileyen
birgok faktor bulunmaktadir. Bunlar, zincirin tekrarlama sikligina, glisin-XY motifini
bulunduran segmentin boy uzunluguna, kesintili olmasi1 veya olmamasina, X ve Y
kodlarinda ortaya ¢ikan AA kalintilarina bagli olmak iizere degiskenlik gostermektedir
(Sorushanova vd., 2021).

Glisin, bagli oldugu yan zincirinde, sadece bir hidrojen atomuna sahip olan en kiigiik
AA olmasindan dolay1, higbir sterik etki bulunmaksizin siiper spiroketlerin merkezinin
bir pargas1 olmaktadir. Bunun i¢in, hidrofibik ¢ekirdege sahip son siiper spiroketleri
meydana getirmek adina, iic sarmal o zincirini siki bir bi¢cimde bir arada
tutmamaktadir. Xaa ve Yaa kodlarindaki iki AA ¢ogu zaman prolin ve hidroksiprolin
olarak konumlanmaktadir (Zhu vd., 2022).

Kolajen, Sekil 2.2’de belirtilen 6ncti molekiilii olan prokolajenden ayrilmaktadir.
Kolajenin meydana gelme siirecindeki en onemli basamak, ¢oziinebilir prokolajen
onciillerinin C-terminal proteolitik islenmesidir. Prokolajenin iglenmesi i¢in baslica,
prokolajen N-proteinaz ve prokolajen C-proteinaz enzimlerine ihtiyag duyulmaktadir.
C-proteinaz enzimi 6zellikle dogal ve denatiirasyona ugramis olan Tip 1, Tip 2 ve Tip
3 prokolajenleri pargalara ayirmada rolii bulunmaktadir. Diger taraftan N-proteinaz

enzimi proteinlerin dogal bir konformasyonda oldugu durumda, N-propeptitleri Tip 1



ve Tip 2 prokolajenlerinden par¢alama gibi bir rolii iistlenmektedir fakat proteinler, N-
telopeptitler artik bir sa¢ telinde dahi olmayacak bigimde kismen azalmis ise bu durum

olmamaktadir (Chen vd., 2022).
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Sekil 2.2: Kolajenin Yapist ve Islevi

Kaynak: Xu vd., 2021

Polipeptit zincirlerinin diizenli bir halde olmas1 ve terminallerinin fark tiirlere sahip
olmasi, fibril olan ve olmayan kolajen ¢esitleri i¢in farklilik saglamaktadir. Kolajen
tipleri, sahip olduklar1 farkli sarmal boyutlarina ve sarmal olmayan bdliimlerin
dagilimina sebep olan konformasyonlarina bagli olarak farklilik gdstermektedirler. Bu
ozellikler, kolajenleri farkli gruplara siniflandirmak igin tercih edilmektedir. Genel
olarak bu smiflandirma su sekilde yapilmaktadir. Fibriler kolajenler (A), bazal
membran kolajeni (B), mikrofibriler kolajen (C), en yaygin baglayict kolajen(D),
kesintili ti¢lii sarmala sahip fibril kolajen (FACIT) (E) , transmembran kolajeni (F),
olmaktadir (Sekil 2.3) (Terzi vd., 2020).



Sekil 2.3: Farkli Tip Kolajenlerin Mikroskobik Goriintiileri

A- Fibril Olusturan Kolajenler (Tip 1), B- Bazal Membran Kolajenler (Tip IV), C-
Mikrofibriler Kolajenler (Tip VI), D- En yaygin baglayict Fibriller Kolajenler (Tip
V1), E- FACIT Kolajenler (Tip XIII), F- Transmembran Kolajen (Tip XIII)

Kaynak: Musayeva vd., 2022

Insan viicudu endojen olarak kolajen iiretebilmektedir. Bazi AA’lar viicutta kolajen
sentezini artirmaktadir. Bu AA’lar baslica, glisin, prolin ve hidroksiprolin olarak
siralanmaktadir. Bu AA’lar viicut tarafindan iiretilmekte ve kolajen yapidaki toplam

AA igeriginin ortalama %57’sini olusturmaktadir (Cao vd., 2020).

Vitaminler, mineraller ve diger mikro besinler viicutta bir¢ok biyolojik olayin
diizenlenmesine destek olur ve insan viicudunda endojen olarak kolajen tiretimi igin
onemli olan faktorler olarak kabul edilmektedir. Viicutta kolajen yapimi i¢in gerekli
olan tiim aminoasit yap1 taslari glisin, lizin, prolin vd. bulunmakta, ancak kofaktor
acsindan miktarca diigilkse (C vitamini, demir ve bakir), viicutta kolajen proteinini
tireten enzimler islevini dogru bir bigimde yerine getirememektedir (Afazco vd.,

2023).

Viicutta kolajen sentezi i¢in, mikro ve makro besinlerin var olmasi gerekmektedir.
Esansiyel aminoasitlerden olan lizin ile C vitaminin, sinerjistik etki yoniinden, saglikli
bir sekilde kolajen yapimini destekleyen temel mikro ve makro besinlerdir. Sekil 2.4’
te gosterilen kolajen lifleri, fibroblastlardan yapilmaktadir. Makro besinlerden olan

lizin, kolajen yapimi i¢in mikro besinlerden C vitamini, bakir ve demir ile islevi



desteklenmektedir. Bunun yani sira C vitamini prokolajen ve kolajen sentezini

artirarak viicuttaki yarayr onarmak i¢in de Onemli bir goreve sahip olmaktadir

(Bechara vd., 2022).
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Sekil 2.4: Kolajenin Biyosentezinde Gerekli Olan Mikro ve Makro Besinler

Kaynak: Afiazco vd., 2023

2.2 Kolajen Tipleri

Cesitli kolajen tipleri kesfedilme tarihlerine bakilarak adlandirilmaktadir. Giintimiizde

tanimlanmug 28 farkli kolajen bulunmaktadir. Bu kolajen tipleri Tablo 2.1°de verildigi

gibi yap1 ve islevlerine gore cesitli alt siniflarina ayrilmaktadir. Bu simiflandirmada

fibriller kolajenler, boncuklu filaman kolajenler, kesintili ii¢lii sarmallara sahip olan



kolajenler, bazal membran kolajenleri, transmembran kolajenler ve benzersiz iglevlere

sahip olan diger kolajen gesitleri yer almaktadir (Xu vd., 2021).

Tablo 2.1: Kolajenlerin Yapi ve Islevlerine Gore Simiflandirilmasi

Yapi Kolajen Tipi

Fibril LTV, XXXV, XXVII
Birlesmis Fibril XXXV, XV XX XK XX, XX
Ag IV, VLV, X

Sabitleme Fibril VIl

Transmembran Kolajen XIHLXVILXXHTE XXV
Multipleksin XV, XVl

Kaynak: Zhu vd., 2022

Toplam kolajen yapmin %901 fibriller kolajenden meydana gelmektedir. Fibriller
kolajen Tip 1, Tip 2,Tip 3, Tip 5 ve Tip 11 kolajeni en ¢ok igeren ve en yaygin bulunan
kolajen ailesi olarak bildirilmektedir. Tip 1 ve tip 5 kolajen yapilar, kemigin yapisina
fayda saglarken, Tip 2 ve Tip 11 kolajen yapilart eklem kikirdaginin fibréz matrisine
eklenmektedir. Tip 3 kolajen ise, kemik disindaki Tip 1 kolajen bulunan dokularda
daginik halde yer almaktadir. Bunlarin yani sira kornea doku miihendisliginde,
rekombinant insan kolajeni Tip 3, EDC: NHS ¢apraz baglanmasi sonucu olarak ¢apraz
baglanan ince katmanlar elde etmek adina ii¢ boyutlu (3D) baskr miirekkebi seklinde

de kullanilmaktadir (Gibney vd., 2021).

Tip 5 kolajen yapi, Tip 1 ve Tip 3 Kkolajenlerle birlikte heterofibriller meydana
getirmektedir. Bunun sonucunda ise organik kemik matriksine,kornea stromasina,
insan kas hiicrelerine, ¢esitli organlarma (karaciger, akciger) ve plasentanin
interstisyel matriksine yarar sagladigi bildirilmektedir. Diger taraftan eklem
kikirdaginda bulunan Tip 11 kolajen ise, Tip 2 kolajenle beraber daginik halde
bulunmaktadir (Zhu vd.,2022).

Kolajen Tip 1, Tip 3 ve Tip 5 ise deride en fazla miktarda bulunan kolajenlerdir.
Bunlarla beraber fibrille iligkili olan Tip 6, Tip 12, Tip 14 ve Tip 16 deride en



yaygin bulunan diger kolajen tipleri olmaktadir. Tip 4 ve Tip 18 kolajenler ise
fibril olmayan kolajenler sinifinda bulunmakta olup, derinin bazal membraninda

yer almaktadirlar (Reilly ve Lozano, 2021).

2.2.1 Tip 1 Kolajen

En yaygin protein ¢esidi olan Tip 1 kolajen, insan viicut dokularinin %90’1nda
bulunmaktadir. Kikirdak doku harig, viicutta bir¢ok yerde bulunmaktadir. Baslica
deri, kemik, organ kapsiilleri, tendonlar, kornea ve bag doku olan fasyada ytiksek
diizeylerde yer almaktadir. Tip 1 kolajen bununla birlikte fibril yapan Tip 5
kolajen seklinde de bildirilmektedir. Yiiksek miktarlarda bulunmasi sebebiyle,
biyomateryal olarak doku miithendisliginde tercih edilmektedir (Naomi vd.,2021).

Tip 1 kolajen GXY formunda bulunmaktadir bu nedenle, ii¢lii sarmal yap1 olarak
bilinmektedir. Glisin (Gly) sabit bir sekilde yer alan AA’dir. X ve Y ise degisiklik
gosteren farkli AA olarak bulunmaktadir. Cogu zaman X ve Y, PRO ve HYP olarak
dizilmektedir. Bu 3 AA devamli olarak tekrar eder ve tigiincii pozisyonda bulunan Gly
sarmal yapinin meydana gelmesinde goérev almaktadir. Ardindan bir sonraki
basamakta bu fibril yapilar kolajeni meydana getirmek adina altigen ve yari altigen
bi¢imlerden olusan degisir boyuta paketlenecektir. Bundan dolay1 kolajen ¢ogu zaman
uzun fibril yapr halinde goriilmektedir. Sekil 2.5 de Tip 1 kolajenin yapisi
verilmektedir (Bou-Gharios vd., 2020).

Sekil 2.5: Tip 1 Kolajenin Yapisi

Kaynak: Naomi vd.,2021
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Tip 1 kolajenin yapim asamasi olduk¢a karmasik bir siirectir. Bu asamalar hiicrenin
cekirdeginin sahip oldugu genlerin, heterotrimer yapilar1 ve fibrillerin yapimina kadar
olan tiim transkripsiyonlar1 kapsamaktadir. Tip 1 kolajen sentez asamalari,
transkripsiyon, translasyon, translasyon sonrasi ve ti¢lii sarmal yapilarin olusmasi ve
Tip 1 kolajenin salgilanma basamaklarindan meydana gelmektedir (Sekil 2.6). Bu
cogu zaman, lizin ¢apraz bagin ortaya ¢ikmasindan sonra propeptidin
uzaklastirilmasiyla baslayan siirecte olusmaktadir (Naomi ve Fauzi, 2020; Kubyshkin,
2019).
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Sekil 2.6: Tip 1 Kolajenin Sentezi

Kaynak: Naomi ve Fauzi, 2020

Tip 1 kolajenin sentez asamasinda, transkripsiyonunun diizenlenmesini c¢esitli
faktorler etkilemektedir. Bunlar hiicrenin tipi, bliyiime faktorii ve sitokinler olarak
siralanmaktadir. Bircok kolajen genellikle ekzon ve intronlardan olusan karmasik
desen sekillerinden meydana gelmektedir. Kolajen fibril yapilarin mRNA’lar1 50’den
¢ok ekzon ile kodlanmaktadir. Birden fazla durumda gesitli mRNA tiplerinin

saptanmasinin temel sebebi bundan dolayr olmaktadir. Bununla beraber farkli
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baslatma bolgelerinden veya ekzonlarin farkli birlesme seceneklerine bagli olarak

cesitli mRNA tipleri goriilebilmektedir (Bou-Gharios vd., 2020).

Olgunlasmis halde bulunan mRNA, endoplazmik retikulumda doéntistiiriilmeden 6nce
sitoplazmaya transfer edilmektedir. Bu basamakta mRNA ribozama baglanarak,
prekolajen ve prokolajene doniistiiriillmektedir. Doniisiim sonras1 prepolipeptit ve
propolipeptit zinciri seklinde olmaktadir. Ardindan endoplazmik liimene dogru bir

cikint1 olugsmaktadr. Ilgili reseptorler tarafindan taninmaktadir (Naomi vd.,2021).

Translasyonun ardindan modifikasyon siireci, sinyal peptidinin olusmasi ile
baglamaktadir. Olusan bu sinyal peptidaz ile uzaklastirilmaktadir. Prolil 3,4, lisil
hidroksilaz, prolin ve lizin hidrolizasyon kalintilarini kataliz etmektedir. Bu 3 enzim
cesitli kofaktorlerin (oksoglutarat, askorbat, molekiiler oksijen ve demir iyonlar1)
destegi ile katalizlenmektedir. Prolin kalintilar1 %50 oraninda hidroksil grubundan
meydana gelmektedir. 4-hidroksiprolin, kolajen molekiilleri arasinda bulunan bagin

olugmasi adina oldukg¢a 6nemli bir géreve sahiptir (Bou-Gharios vd., 2020).

Ug adet AA zincirinin kolajen trimerik monomerler seklinde bir araya gelmesi, C-
propeptitlerden énemli diizeyde etkilenmektedir. U¢ AA zincirlerinin C terminal
alanlariin siralanmasi, ticlii sarmal olusumun yapilmasini belirlemektedir. Ardindan

ticlii sarmalin olusum siireci baslamaktadir (Shi vd.,2019).

C-propeptidin bir parcasi olan sistein, disiilfiir bagimi meydana getirmektedir.
Kolajenin salgilanmasi esnasinda propeptitlerin uzaklagtirilmasinin ardindan olusan
distilfiir bag1 da pargalanmaktadir. Olusan ti¢lii sarmal yap1 sonrasinda fermuar benzeri
sekilde bir ugtan diger uca olacak sekilde agilim gdstermektedir. Tip 1 prokolajenin
ticlii sarmal yapisinin meydana gelmesi i¢in katlanma siireci yaklasik olarak 15
dakikadir. Katlanmanin ardindan kolajene 6zgii bir molekiil olan endoplazmik
retikulumda lokalize olan 47 kDa’lik kolajen baglayici glikoprotein olan 1s1 soku
proteini 47 (HSP47), prokolajene baglanmaktadir. HSP47, prokolajenin golgi aygiti
modifikasyonuna gecisinin ardindan endoplazmik retikulumu ayirmaktadir (Khan
vd.,2023).

Olusan helisel yap1 sonrasinda golgi aygitinda bulunan salgi keseciginin igerisinde
paketlenmesi yapilacaktir. Bu paketlenme islemi, prokolajenin birlesmesinin
tamamlanmasinin ardindan yapilmaktadir. Paketleme isleminden sonra hiicre

bosluguna salinma olacaktir. Kolajenin tiiriine gore, prokolajenin trimerleri salgi
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isleminin ardindan islenecektir. C-propeptitler ve N-propeptitler iki tiir proteaza
bolinmektedir. Bunun sonucunda, N-proteinaz ve prokolajen C- proteinaz seklinde
bilinmektedir (Naomi vd.,2021).

Tip 1 kolajen, endomisyum, perimisyum ve epimisyum katmanlarinin 6nemli bir
bileseni olmaktadir. Yaslanma siireciyle beraber hem yavas hem de hizli kasilan

kaslarda Tip 1 kolajen yogunlugunun arttig1 bildirilmektedir (Kanazawa vd., 2023).

Tip 1 kolajen kaynak bakimindan zengin olup, yiiksek diizeyde biyouyumlulugu vardir
ve yapisinin insanlara yakin benzerlikte olmasi sebebiyle diisiik immiinojenite
gostermektedir. Bunun yani1 sira Tip 1 kolajen ticari olarak, hayvanlar, insanlar,
bocekler, bakteriler ve bitkiler olmak iizere farkli tiir kaynaklardan ekstrakte edilmesi
sonucu yaygin kullanimi1 bulunmaktadir. Bu sebeple tibbi cihazlar, ilag sanayi, gida

endiistrisi, kozmetik ve birgok alanda kullanim1 yaygindir (Csapo vd., 2020).

2.2.2 Tip 2 Kolajen

Tip 2 kolajen ¢ogu zaman kolajen liflerinin birtakim proteoglikanlarla bir araya
gelmesiyle meydana gelen kikirdakta yer almaktadir. Cin’de popiiler olarak bulunan
balik cinsi Nil tilapia’sinda (Oreochromis niloticus), deriden kolajen yararlaniminin

kuru agirliginin %40’ min iistiinde oldugu bildirilmektedir (Ge vd., 2020).

Iyi derecede biyouyumlulugu ve oral toleransi sebebiyle, Tip 2 otoimmiin hastaliklarda
tedavi amaciyla tercih edilmektedir. Tip 2 kolajen, kikirdak hiicrelerinin
farklilasmasina destek olabilir ve kemik saghigi i¢in olumlu etki gdstermektedir.
Romatoid artrit hastaliginin iyilesme siireci i¢in oldukg¢a 6nemli bir yere sahiptir. Sigir,
tavuk ve koyundan elde edilmis olan oral kolajenin romatoid artrit (RA) hastalig1 i¢in

iyilestirici etkide oldugu bildirilmistir (Zhang vd., 2023).

Tip 2 kolajen, kikirdak yapida retikiiler bir lif yapt meydana getirmektedir. Bu lif yapi,
kikirdagin 1yi derecede elastikiyet kazanmasini, gerilme mukavemetini ve sok absorbe
etme Ozelligine sahip olmasi adina matris bilesenlerinin dengesini saglamak adina
proteoglikanin diger bilesenlerle birlestirilmesini kolaylastirmaktadir. Tip 2 kolajen,
retikiiler yapmnin biitiinligiinii ve kikirdak olusumun birden fazla fizyolojik
fonksiyonunu saglamaktadir. Giintimiizde glikoprotein temelli immiin toleransin

mekanizmasinin hala arastirmalar1 devam etmektedir (Hou vd.,2022).
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2.2.3 Tip 3 Kolajen

Tip 3 kolajen, Tip 1 kolajenden sonra viicutta en bol bulunan ikinci kolajen olmaktadir.
Fetal gelisim ile doku onarimi ve bakiminda énemli rolii bulunmaktadir. Tip 3 kolajen,
ECM’ ye salgilanmadan evvel hiicre i¢inde iretilen ve trimerize edilen bir
homotrimerik proteindir. C terminalinin boliinmesiyle islenir ve ¢éziinmeyen Tip 3
kolajen fibrilleri meydana getirmek tizere, ek Tip 3 kolajen monomerlerine
baglanmaktadir (Zhu vd.,2022).

Tip 3 kolajenin, ti¢lii sarmal alani, diger kolajen tiplerine ¢apraz baglanmanin yaninda
farkli ek ECM proteinleri, biiyiime faktorleri ve integrinler gibi hiicre yiizeyi
reseptorleri ile etkilesime girme kapasitesine sahip olmaktadir. Tip 3 kolajen, kemik
yap1 disinda kolajen Tip 1 igeren diger yapilarda yaygin olarak bulunmaktadir (Brisson
vd., 2022).

2.2.4 Tip 4 Kolajen

Tip 4 kolajen, arterler basta olmak iizere farkli dokularda hemen hemen sadece bazal
membranda oldugundan benzersiz kolajen tipidir. Tip 4 kolajen, trimerik a-zincir
birliklerinin degisik kombinasyonlarindan meydana gelen ii¢ farkli heterodimer
olusturmak i¢in bir araya gelen 6 tiir a zincirinden meydana gelmektedir (Kisling vd.,

2019).

Tip 4 kolajen, sadece birlesme ve mekanik dayaniklilik i¢in degil bununla beraber
hiicre yapismasi, hiicre transferi, hiicrenin liremesi, hiicrenin canlilig1 ve hiicrenin
farklilasmasini igeren hiicre-hiicre iligskisinde de fonksiyonu bulunmaktadir. Tip 4
kolajen, trombositler, integrin ve integrin olmayan reseptdrler dahil olmak tizere bazi

hiicre tiirleri i¢in baglanma substrati gorevi gormektedir (Rabkin,2023).

2.2.5 Diger Kolajen Tipleri

Kolajenin diger tipleri ise ¢ok yaygin olarak bulunmamaktadir. Bunlar, kesintili ti¢lii
sarmallara sahip fibriller iliskili kolajenler (FACIT; Tip 9,12,14,16,19,20,22), ag
olusturan kolajenler (Tip 6, 7, 8 ve 10), transmembran kolajenler ya da ayni anda
kesintili ti¢lii sarmallara sahip membranla iliskili olanlar (MACIT; Tip 13,17,23, 25),
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multupleksinler (Tip 15 ve 18) ve heniiz siniflandirilmamis olan 2 tip kolajen (Tip 26
ve 28) (Andriotis vd., 2023).

2.3 Kolajen Kaynaklari

Kolajen, memeli dokularinda yaygin olarak bulunmaktadir. Bundan dolayi, deri
yapist dahil olmak iizere birgok mezbaha yan iiriinlerinden iiretilebilmektedir.
Kolajen tipi, elde edilen dokunun tipine bagl olarak degisiklik gostermektedir.
Cesitli doku tipleriyle iliskili olarak bulunan fibriler kolajenler Sekil 2.7’da
verilmektedir. Kolajen yapinin, biyouyumlulugu, biyobozunurlugu ve diisiik
antijeniteye sahip olmasi nedeniyle kolajenin farkli uygulamalar ve alanlarda

kullanmak adina 6nemli bir madde haline getirmektedir (Jafari vd.,2020).

S~y

?ner lf} Kliﬂrdﬂk Kikirdak Demineralize Kemik  Akciger Karaciger Tendonlar
%610-25 %50-70 %50-70 %80-90 %10 %4 9%80-90

Sekil 2.7: Memeli Hayvanlarin Farkli Viicut Kisimlarinin Kolajen igerigi

Kaynak: Jafari vd., 2020

2.3.1 Hayvansal Kaynaklari

Kolajen, biyouyumlulugu yiiksek ve biyolojik dagilma 6zelliklerine sahip olan hayvan
derisi, sican kuyrugu tendonu, asil tendonu, balik derisi, rekombinant protein sentez
sistemi, sentetik kolajen benzeri peptitler vb. dokulardan sentezlenebilmektedir.
Domuz, s18ir, koyun ve diger hayvanlarin deri ve tendonlarindan tiretilen kolajen yapi,
diisiik maliyet ve yliksek verim eldesi etmek sebebiyle ¢esitli arastirmalarda siklikla

tercih edilmektedir (Subhan vd., 2020; Salvatore vd., 2020).

Hayvansal dokudan sentezlenen kolajen, simirli ¢oziiniirliige sahip olan, partiden

partiye farklilik gésteren, immiinojeniteye ve patojen bulasma riskine sahip, capraz
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bag1 olan biyomateryaldir. Bundan dolay1 deniz iirlinlerinden elde edilen kolajen ve

insan rekombinant kolajenlerinin arastirilmasi 6n plana ¢ikmaktadir (Yoon vd., 2022).

Balik derisi tiretim maliyeti diisiik ve bununla beraber oldukga yiiksek diizeyde kolajen
miktarina sahiptir. Bu sebeple, deniz iirlinlerinden sentezlenen kolajen, bilim
diinyasinda ve endiistriyel olarak dikkat ¢ekmektedir. Fakat doku miihendisligi
alaninda ¢alismalar1 sinirh kalmaktadir (Selvakumar vd.,2021; Sionkowska, 2021).

Tablo 2.2: Kolajenin Farkh Kaynaklari ve Ozellikleri

Kolajen Tiiri Kaynak Ozellikleri Dezavantajlar
Hayvan Derisi Toplu Degiskenlik
(Inek,Koyun i S Potansiyel
Cilt Kolajeni vb.) ggil;l;kl\cfgﬁﬁt“ Immiinojenitesi
Atik Deri Patojen Bulagma Riski
Malzemeleri Diisiik Coziintirliik
Toplu Degiskenlik
Asil Tendonu Hayvan Asil Diistik Maliyetli POtar.‘.SIy?I o
Kolajeni Tendonu Yiiksek Verim Immiinojenitest
Patojen Bulasma Riski
Diisiik Coziiniirliik
Toplu Degiskenlik
- Fare Kuyrugu Diistik Maliyetli POtar.‘.SIy?I o
Sican Kuyrugu Tendonu Yiiksek Verim Immunojenitesi
Kolajeni Patojen Bulagma Riski
Diisiik Coziiniirlik
Okyanuslarda Bol
Balik Derisi . 9 Miktarda
Kolajeni Deniz Baligi (Siirdiiriilebilir) Sinirli Caligmalar
Diisiik Maliyetli
. Rekombinant Ozel Tip Kolajen Yiiksek Fiyat
FI?reoligmblnant Protein Uretim  Uretimi Diisiik Verim
Sistemi Diisiik Bagisiklik Proteolitik Duyarlilik
Tepkisi
Yiiksek Fiyat
Sentetik - - Diisiik Verim
Sentetik Kolajen  Kolajen Benzeri ?gstil;iBaglslkhk Montaj Sorunu
Peptidler P Yetersiz Biyolojik

Fonksiyon

Kaynak: Zhu vd., 2022

Rekombinant kolajen, farkli tibbi uygulamalar adina bir secenektir. Kolajenle benzer

ozellikler gosteren sentetik kolajen benzeri peptitler, hayvanin ¢esitli dokularindan
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tiiretilmis olan kolajen, potansiyel immiinojenite ve viriislerin tedavisi ig¢in

kullanilabilmektedir (Chen vd., 2020; Yang vd., 2021).

Rekombinant insan proteini, hayvansal proteine oranla yiiksek maliyete sahip oldugu,
diisiik verim ve enzimatik olarak bozunma i¢in hassasiyet gosterdigi gdz oOniine
alininca, laboratuvar ¢alismalarindan klinige kullanima ge¢mek i¢in hala giiniimiizde
biiyiik caba gerekmektedir. Tiiretilmis kolajen ve farkli kolajen kaynaklar1 ve bunlarin
cesitli ozellikleri tablo 2.1’ de detayli olarak verilmektedir (Liu vd., 2022; Sun vd.,
2022; Wang vd.,2022).

i 4-;“\

a

Adim 1

Kolajen farkli kaynaklardan
toplanip ekstrakte edilebilir.
Ekstraksiyon tipik olarak asit
1 ve/veya alkali iglemleriyle

tamamlanir.

1 Adim 2
& f Kolajenin ti¢li sarmali
e ‘/ genellikle 1s1l islemle
denatiire edilir.

NS NN

G|

e - Adim 3
- "’) N AN | Kolajen ayrica enzimatik
. g .» & hidroliz yoluyla daha diisiik
O o ) o molekiil agirlikli peptitlere
Bl g i e islenir.

Sekil 2.8: Dogal Kolajenin Kiigiik, Diisiik Molekiil Agirlikli Peptitlere Islenmesi

Kaynak: Larder vd.,2023

Sigir, domuz ve balik basta olmak {lizere cesitli kaynaklardan kolajen izole
edilebilmektedir. Kolajenin ¢ogu zaman ana kaynagi sigir olmaktadir. Kolajen kemik,

tendon, bag dokular1 gibi farkli dokulardan {iretilebilmektedir. Deniz kolajen
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kaynaklari, balik vb, disinda cilt ve pullarda da yiiksek diizeyde bulunmaktadir.
Hidrolize kolajen (HK), ¢ogunlukla 3-6 kDa arasinda diisitk molekiil agirlikli (MW)
peptitleri bulunan tirtinlerdir. HK’ler endiistrilesmis islenmis halde bulunan kolajen
olmaktadir (Sekil 2.10). Kozmetik, ilag ve gida sanayisinde HK’ler piyasaya
sunulmaktadir (Larder vd.,2023).

2.4 Kolajenin Uygulama Alanlari

Kolajen, cesitli alanlarda kullanilmaktadir. Baslica olarak, kemik onariminda
kullanim1 yaygindir. Kemik yapinin organik matrisinin ana yapisi kolajen fibrillerden,
ozellikle de en ¢ok Tip 1 kolajenden meydana gelmektedir. Bundan dolayi, Tip 1
kolajen, hidrojel ve iskele formunda dogal bir sekilde ortaya ¢ikan matris seklinde
kemik onariminda sik¢a basgvurulmaktadir. Kemik benzeri matriks olan dis, kolajen
yapidan meydana gelen rijit bir doku olmaktadir. Bu sebeple kolajen temelli

materyaller dis hekimliginde de fazlaca tercih edilmektedir (Y. Zhang vd., 2021).

Absorbe edilebilir bariyer kolajen zarlar, biyouyumluluklar1 ve yara onarimim
desteklemek ve agiz sagligini ilerletmek i¢in agiz cerrahisinde periodontal

bozukluklarinin yenilenmesinde kullanilabilmektedir (Sbricoli vd., 2020).

Kolajen, eklem kikirdak yapinin temel bilesenidir. Yapisal ve fonksiyonel olarak
destek saglamakla beraber kikirdak yapiminin onariminda sik¢a rastlanmaktadir.
Kolajen temelli biyomateryaller cogunlukla, kikirdak doku yenilenmesi adina uygun
mikro ortam meydana getirmek i¢in tohum hiicre yapilar1 ya da biiyiime etkenleriyle
destek olunan hidrojel veya dondurularak kurutulmus yapi1 iskeleleri seklinde

bagvurulmaktadir (Q. Wang vd., 2020).

Hiyalin kikirdak yapinin temel bileseni olan Tip 2 kolajen, ekstrakt edilmis formunda

dokunun onarimu igin ilave olarak tercih edilmektedir (Li vd., 2021).

Karmasik halde bulunan kolajen demetleri insan cildinde 3 boyutlu lif ag1 meydana
getirmektedir. Ciltte matriks olusumu ve fibroblast hareketlerinin diizenlenmesinde
kolajen rol almaktadir. Bununla beraber fibroblast ve tiiretilmis matriks
metalloproteinaz  (MMP)-14, deride bulunan kolajen yapmin homeostazisini
diizenlemektedir. Prokolajen Tip 1, Tip 3 ve Tip 6 kiiltiirlenmis insan cilt fibroblast
hiicrelerinin baslica yer alan kolajenleridir. Tip 12 kolajen, Tip 1 bulunduran fibril

yapilarin yiizey alanina ve kisa kolajene sahip alanlar1 olan homotrimer yapidir.
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Bundan dolay1, kolajen iist yapinin korunmasina ve stresin absorbe edilmesine destek

olmaktadir (Schonborn vd., 2020).

Cilt yaralarinin dogal bir sekilde iyilesmesi, onarimi oldukc¢a zor ve bakteriyel
enfeksiyon olusumuna karsi fazlaca hassas olmaktadir. Meydana gelen bu cilt
yaralarini iyilestirmek, kanamay1 durdurmak ve dis ¢evreye karsi bariyer olusturmak
icin genel olarak hemostatik siingerler ve yara oOrtiilerine basvurulmaktadir. Giintimiiz
de gelistirilmis halde bulunan kolajen yara pansumanlari tercih edilmektedir. Kolajen
pansumanlari, antienflamatuvar, analjezik ve hemostatik olumlu yaklasimlari ve
bunlarin yani sira biyolojik olarak parcalanabilirligi, absorbe etme 6zelligi, kuvvetli su
¢cekme potansiyeli gibi ¢esitli sebeplerle, kronik travmalar, yaniklar, cerrahi cilt

yaralanmalari, travmalar vb. gibi bir¢ok cilt onarimi i¢in kullanilmaktadir (Wei vd.,

2022).

Kolajenin, hipoalerjenik yapisindan dolayi, vaskiiler implant ya da stent, yapay kalp
kapak¢iginin bir bileseni ve kardiyovaskiiler stentler adina bir kaplama gorevi
gormektedir. Kolajen temelli stent yapilar cogunlukla dinamik halde olan
kardiyovaskiiler ortamin mekanik ihtiyaclarini karsilayamamaktadir. Kolajen vb. olan
dogal polimer yapilarin bir takim mekanik engellerini incelemek adina, biyolojik
aktifligi kaybetmeden dayanikliligini arttiran kompozitler gelistirilmektedir (L. Yang
vd., 2021).

Kolajen bazli biyoaktif malzemeler aynt zamanda, jinekoloji, tireme alani, plastik
onarimi1 ve kornea yenilenmesinde de kullanilabilmektedir. Kolajen, ECM’ nin
biyolojik islevselligi ve stabilitesinde de etkili olmaktadir. Bunun sonucunda
menstrual dongii ve gebelikte dinamik bir rol iistlenmektedir. Bundan dolay1 kolajene
jinekolojik ve genitoiiriner alanlarinda da avantajli olarak bagvurulmaktadir. Bunlarin
yan1 sira, ciltte dogal bir bilesen olarak bulunan kolajen, deri bilesiminde oldukca
onemli yere sahiptir. Plastik cerrahi ve kozmetik cerrahi alaninda uzun yillardan
glinimiize kadar aktif olarak kullanilmaktadir ve gelistirilmektedir (Schwab vd.,

2020).

2.5 Cilt Saghgim Etkileyen Faktorler

D1s ortama en fazla maruz kalan organ cilttir. Bundan dolay1 viicut 1s1 dengesinin

regiilasyonu, enfeksiyonlara karsi1 koruma ve koruyucu bir bariyer roliinde yer
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alirken, i¢ organlarin korunmasi gibi bir¢ok fonksiyonu da bulunmaktadir. Cilt
sagligini etkileyen igsel ve dissal olmak iizere 2 faktér bulunmaktadir. Igsel
faktorler, genetik faktorler olarak da bilinmektedir. Fizyolojik cilt yaslanmasi,
olusan kirisikliklar, kuru cilt, anjiyogenez, dermal atrofi ve cildin gegirgenlik
seviyesinin yiikkselmesine sebep olmaktadir. Bagisiklik sistemini ve ter iiretim
mekanizmasini olumsuz sekilde etkilemektedir (Chambers ve Vukmanovic-

Stejic, 2019).

Diger taraftan, dissal faktorler arasinda UV radyasyon, kirlilik, nem, sigara
tiketimi ve kotii beslenme aliskanliklar1 bulunmaktadir. Bununla beraber cilt
saghigint etkileyen bircok kronik olaylar bulunmaktadir ve en sik karsilagilan

inflamatuar cilt hastaliklar1 olmaktadir (Flores-Balderas et al., 2023).

2.5.1 Cilt Saghginda Kolajenin Rolii

Insan derisinde bulunan kolajen, hiyaliironik asit, retikiilin, elastin vb. bilesenler
ile uyumlu olarak c¢esitli cilt hiicreleri i¢in oldukc¢a Onemli bir yere sahip
olmaktadir. Bu hiicreler fibroblastlar, keratinositler, melanositler ve spesifik
bagisiklik hiicreleri baslica olmak {izere bircok hiicre ¢esitleri olarak
siralanmaktadir. Bu karmasik ag yapisi, mekanik destek vermek ve derinin genel
olarak yapisal biitiinliikte kalmasinin korunmasinda biiyiikk bir goreve sahip

olmaktadir (Dewi vd., 2023).

Insan viicudunda bulunan diger organlara kiyasla en biiyiik yere sahip olan cilt
dogrudan dis ¢evreye maruz kalmakta ve fiziksel gOriinlimii genel olarak
yaslanma siirecinin direkt olarak somut 6rnegi olarak bilinmektedir. Yaslanma,
cildin elastik dokusunu kaybetmesi, kirisikliklarin ortaya c¢ikmasi, su kaybu,
lekeler ve kalinlagma olarak kendinin gdstermektedir. Bununla beraber ciltte
ECM proteinleri bozulmaya ugrar ve ileri glikasyon son iriinleri (AGE)
birikmektedir. Oncelikli olarak disaridan alman ek kolajen, cilt biitiinliigiiniin
saglanmasina ve iyilesmesine destek olmaktadir. Tip 1 ve Tip 3 kolajen cildin
ortalama %95’ine katilmaktadir (Lin vd., 2020).

Yaslanma siireciyle beraber kolajenin translasyon sonrasi islenmesinde bulunan
enzimlerin sayisinda azalma goriilmekte ve kolajen yapiminda rol alan

fibroblastlarin ve cildin beslemekle gorevli olan damarlarin miktarinda azalma
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olmaktadir. Yasin artmasi ile cildin saglik kalitesi diigmekte ve kolajen iiretim

seviyesi azalmaktadir (Pu vd., 2023).

Yaslanmayla beraber zaman i¢inde cilt kolajen seviyesi yillik olarak %1 oraninda
disiis gostermektedir. Kronolojik olarak yaslanmanin ana sebebi kolajen ve
elastin yapiminin azalmasi olarak bildirilmektedir. Digsal yaslanma ise, diizensiz
kolajen lif yapilar1 ve orantisiz elastin par¢alanmanin birikimi ile olmaktadir.
Birgok yapilan arastirmalar, yaslh cilt ve geng cildin kiyaslanmasi sonucunda yash
cildin disiik seviyede Tip 1 prokolajen ekspresyon diizeyleri ve kolajenaz matriks
metalloproteinazlarinin (MMP) yukari yonde diizenlendigi vurgulamaktadir (Lin
vd., 2020).

Dogal kolajenin parcalanmasi ile elde edilen HC, en yaygin ve gelecege umut
olan cilt genglestirmede tercih edilen nutrasdtik olmaktadir (De Miranda vd.,

2021).

HC, dipeptit olarak emilen ve cilde tasinan hidroksiprolin, prolin ve glisin gibi
AA’lar yoniinden olduk¢a zengin olarak bulunmaktadir. Bu dipeptit yapilar,
kolajen yapimini yiikselterek deri fibroblast biyoaktivitesini artisa sebep olur,
boylelikle ciltte nem diizeyini ve elastik yapisini desteklemektedir (Dewi vd.,
2023).

2.5.2 Cilt Saghginda Yesil Caymn Rolii

Yiizyillardir cilt sagligini korumak ve tedavi etmek i¢in dogal kaynakl
triinlerden faydalanilmaktadir. Bir¢ok tilkede bitki 6zleri dogal tedavi edici
ilaglar olarak tercih edilmektedir. Bu bitkisel kaynaklar arasinda yesil ¢cay da ilgi
gormektedir (Pérez-Burillo vd., 2018). Yesil ¢cay (Camellia sinesis), antioksidan
ve antienflamatuvar aktiviteye sahip katesin igermektedir. Epikatesin (EC),
epikatesin gallat (ECG), epigallokatesin (EGC) ve epigallokatesin gallat (EGCG)
katesin alt tiirleridir. Bu katesin tiirevleri, cilt hiicrelerinin yenilenmesini
saglamakla beraber, fibroblast proliferasyonunu, epitelizasyonu ve kolajenin
yapimint da indiikleyebilmektedir. Ayrica, yesil cay Oziitliiniin cilt hiicre
cogalmasina destek olacagi ve kolajen sentezini arttiracagi bildirilmektedir.
Flavonoidlerce ve fenolik bilesiklerce zengin yesil ¢ay ayni zamanda deri

yaralarinin onarimina destek olabilmektedir (Ayuningsih vd., 2024). Bir
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arastirma, %2, %5 ve %7 derisimlerindeki yesil ¢ay Oziitiinliin cilt sagligina
olumlu etkileri oldugunu ortaya koymustur (Meetham vd., 2018). Yesil ¢ay 6ziitii,
antienflamatuvar 6zelligi sayesinde, viicut kilo degisimleri, hamilelik
adrenokortikal ¢oklugu gibi durumlarda goriilen Stria distensae (SD) ya da ciltte
catlak olusumunu azaltmakta veya onarmaktadir (Maari ve Powell, 2019; El
Nagdy vd., 2023). Ornegin, SD sorunu igin yesil ¢ay 6ziitii igeren kremler tedavi
edici olarak onerilmektedir (Ayuningsih vd., 2024). Akneli bireyler {izerinde
yesil ¢ay oziitii kullanilan bir diger ¢alisma ise, akne lezyonlarinin azaldiginmi

gostermistir (Shields vd., 2023).

2.6 Niitrikozmetikler
2.6.1 Tanimi

Kozmetik sektoriinde, cildi i¢sel ve dissal olarak beslemek tlizere oral yolla alinan
gida takviyeleri (niitrisotikler) ve topikal (kozmesdtikler) iiriinlerin beraber
tiiketilmesi popiilarite kazanmaktadir. Ilk defa De Felice, 1995 yilinda
“nutrasotikler” terimini kullanmis olup saglik ve tibbi olumlu o6zellik
saglayabilecek gida veya onun kismi katkilarini tanimlamak i¢in kullanmistir

(Cavallo vd., 2020; Dini, 2021).

“Kozmetik” ve “farmasotik” kelimelerinden meydana gelen kozmesotik terimi ilk
kez Raymond Reed tarafindan 1962 yilinda kullanilmistir. Cildin isleyisini ve
goOrlinlisiine  saglikla bir yapt kazandirmak adina topikal kozmetik
formiilasyonlarina basvurulmaktadir. Son dénemlerde kozmetik ve niitrisotik
endiistrileri, bir araya gelerek gida takviyeleriyle kozmetik krem vb. iirlinlerinin
bir arada kullanimini1 i¢eren biitlinlesmis bir yaklasim ile giizellik sektoriine katki
bulunmak amactyla “niitrikozmetik” terimini meydana getirmislerdir (Laneri vd.,
2020).

Niitrikozmetik terimi, cilt sagligini iyi yonde etkilemek adina gida takviyeleri ve
kozmetiklerin bir araya gelmesidir. Niitrikozmetik formiilasyon {iiriinleri, boya,
koruyucu, koku veya silikon icermemektedir. Organik ve dogal igerige sahip
olup, temiz igerikli kozmetik iiriinii beklentilerini karsilamaktadir (Di Lorenzo

vd., 2022; Dini ve Laneri, 2021).
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2.6.2 Cesitleri

Organik ve dogal olarak elde edilen kozmetik iiriinlerinde kullanilan botanik,
deniz iirlinleri ve mikrobiyal hammaddeleri yaslanma karsit1 6zellikleri sebebiyle
tercih edilmektedir. Cogunlukla deniz triinleri hammaddelerinde, Laminaria
digitata, Kappaphycus alvarezii ve Chondrus crispus vb. antioksidan 6zellik
gosteren deniz alglerine bagvurulmaktadir (Resende vd., 2021).

Deniz iriinleri kaynaklarindan iretilen kolajen, kitozan, Porphyra, Wakame,
spirulina ve chlorella gibi alglerden meydana gelen protein ve peptitler de dogal
olarak olusan kozmeso6tik hammaddeleri arasinda sayilmaktadir. Bunlarla yani
sira, dogal olarak elde edilen kozmeso6tik hammaddeler, Pentaclethra macroloba
(Pracaxi) meyvesinden olusan tohum yagi,argan, hindistan cevizi ve jojoba
benzeri emoliyan bitkisel bazli yaglar ,cilt hiicrelerinin korunmasini saglayan
ektoin gibi halofilik mikroorganizmalardan iiretilen kozmesotik aktif maddeler,
Myrothamnus flabellifolia’dan meydana gelen glikoin, yulaftan olusturulan beta
glukan seklinde sayilabilmektedir (inal, 2023). Kahve, cay, iiziim, limon,
Hindistan cevizi gibi birden ¢ok besin farkli farkli dogal aktifler iceren
maddelerden olmaktadir. Genel olarak antioksidan etkiye sahip olan kozmesotik
aktifler, niitrikozmetik hedefiyle de tercih edilmektedir. Sik¢a denk gelinen
niitrikozmetik bilesenler, icerisinde yer aldiklar1 besinler ve kullanim alanlari
olarak Tablo 2.3’ de érnekleriyle gosterilmektedir (Dini ve Laneri, 2019; Inal,
2023).

Tablo 2.3: Kozmetik Uriinlerinde Sikhkla Basvurulan Besin Hammadde

Ornekleri
Besin Icerik Kozmetik Kullanimi
. Katesin Tiirevleri; .
Yesil Cay atestil turevier! Serbest Radikal Tutucu

Epikatesin,Epigallokatesin

Kaynak: Inal, 2023
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Tablo 2.3 (Devam): Kozmetik Uriinlerinde Siklikla Basvurulan Besin

Hammadde Ornekleri

Besin Icerik Kozmetik Kullanim
Antioksidan,Cilt

Arabica Kahve Proantosiyanidinler Beyazlatici,Kirisiklik
Karsit1

Uziim (Vitis Resveratrol,Prosiyanidin, Antioksidan (UV Kaynakli

Vinifera) proantosiyanidin Yaslanma Karsiti)

Antioksidan,UV Kaynakl
Izoflavonlar (Genistein) oksidatif DNA Hasar1 ve
Fotohasar1 Azaltir
Antioksidan,
Depigmentasyon Ajan
Ekstreleri Epidermal Hasar1
Incir (Ficus Carica) Fenolik Bilesikler Onarir, Sebumu Dengeler,
Kirisikliklar1 Azaltir
Serbest Radikal
Fenolik Bilesikler Tutucu,Fotokoruyucu,Cilt
Elastikiyetini Artirir
Antioksidan,
Antiinflamatuvar,
Polifenoller,Metilksantinler ~ Fotoprotektif, Kolajen ve

Soya Fasulyesi
(Glycine max)

Limon Flavonlar

Enginar (Cynara
Socolymus)

Kakao (Theobroma

Cacao . .
) Glukozaminoglikan
Uretimini Diizenler
Badem (Prunus Trit idler, Katesi .
) ( .rl erpenoid e,r ’ ? esl.n ’ Antioksidan
Dulcis) Fitosterol, Yag Asitleri
2.6.3 Pazan

Toplumlar disardan aldiklar1 besinler ve takviyeler hususunda bilinglendikge,
viicut ve cilt sagligini olumsuz etkilemeden sagliga katki verebilecek ve tedavi
edebilecek dogal iiriinleri kullanmaya basvurdukca, niitrikozmetik {irlinler daha

trend ve yaygin halde gelmektedir (Usman ve Bharadvaja, 2023).

2030 yilinda %9 oraninda biiyiime ile diinya genelinde niitrikozmetik pazarinin
bliylime diizeyinin 16 milyon dolar seviyesine gelmesi diisiiniilmektedir. Bunun

yani sira 2030 yilina gelindiginde niitrikozmetik sektoriinde Hindistan igin
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diistiniilen Bilesik Biiylime Orani %14 olup Giliney Asya bolgesi niitrikozmetik
piyasasinda, lider pazar olarak goriilmektedir (Dini,2022).

Niitrikozmetik piyasasinda, pazar boliinmiis ve list diizey rekabet iceren g¢ok
miktarda yerli ve uluslararasi firmalar bulunmaktadir. Niitrikozmetik pazari
biiylidiik¢e, en iistte bulunan rakip firmalar, erisimi yiikselten ve {iriin deneyimleri
sunan daha iyi tamimi artirarak pazara katkida bulunmak adina birlesme
gostererek, satin alimlar ve Ar-Ge stratejileri takip etmektedirler (Usman ve
Bharadvaja, 2023).

2021 yilinda niitrikozmetik pazarinda cilt bakim boliimii daha fazla ilgi goriirken,
sa¢ bakim pazari ise ikinci sirada en hizli gelisen pazar olmaktadir. Niitrikozmetik
pazarinda, cilt bakim kategorisi, projeksiyon donemi i¢in %8 oraninda biiyimeye
sahip iken, 2020 yilinda yaklagik 4 milyon dolar degerine ulasti. Bununla beraber,
niitrikozmetik pazarinin sa¢ bakim kategorisinde ise durum projeksiyon donemi
igin %8,06 seviyesinde biiyiime mevcutken 2020 yilinda 2,3 milyon dolar
seviyesinde oldu. Son olarak nitrikozmetik tirnak bakim kategorisi
incelendiginde, tahmin donemi siirecinde %8 oraninda biiyiime goriiliirken 704

milyon dolar seviyesindeydi (Dini,2022).

2.6.4 Gelecek Ongoriileri

Niitrikozmetik tiriinlerine yonelik olan pazarlar giinden giine gelisme gostermekte
olup, firmalar tiiketicinin ihtiyaglarin1 karsilamak adina siki bir calisma
halindedir. Bitki bazli ekstraktlarin niitrikozmetikte kullanilmasi bu pazarin
biiylimesi adina destekleyici olacak ve bununla beraber niitrikozmetik iiriin elde
etme asamasinda farklilik gosterebilecek tiiketici yOnelimlerine bagli olarak
ayarlanmasina firsat verecektir. Olumsuz bir etki vermeden cilt sagligina katk:
saglayacak biyoaktif maddelerin giinlik olarak en az alinmasi gereken doz
seviyelerine doniik arastirmalarin  gelecek donemlerde hizlanarak artisi

beklenmektedir (Usman ve Bharadvaja, 2023).

Niitrikozmetik bilesenlerin tiiketimine yOnelik arastirmalar giliniimiizde
yiuriitiilmekte olup, sonuglari cesaret verici olsa da incelenen maddelerin gilinliik
diyetlerde de bulunmasi sebebiyle sonuglarin giivenli olmasi1 adina ¢aligsmalarin

siklastirilmasi ve artirilmasi gerekmektedir (Nisa vd., 2024).
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2.7 Telomer ve Yaslanma

Genomik stabilite ve biitliinsel yapiyr koruyan telomerler, 6karyot kromozom
yapilarin ug¢ kisimlarinda yer alan protein-DNA kompleksleridir. Telomer yapilar,
birbirini tekrar eden “TTAGGG” dizisinden meydana gelmekte olup, her bir
hiicre replikasyonuyla beraber diizenli sekilde kisalma gostermektedirler.
Telomer uzunlugunun kisalmasi sonucunda, replikatif yaslanma, genomik

diizensizlik ve apoptoz olusmaktadir (Demanelis vd., 2020; Srinivas vd., 2020).

Yaslilikla ilgili bir¢ok molekiiler farklilik arasinda telomer uzunlugu (TL) insan
viicudunun yaslanmasinin en iyi biyobelirteglerden kabul edilmektedir. In vivo
aragtirmalar TL ile yasa bagli durumlar arasinda anlamli ters iliski oldugunu

ortaya koymaktadir (Fasching, 2018; Vaiserman ve Krasnienkov, 2021).

TL’ de yasa bagli kisalma, hipertansiyon, kanser, alzheimer, diyabet ve diger
bir¢ok hastalikla iliskilendirilmektedir. Bununla beraber TL’ yi oksidatif stres,
iltihaplanma ve tekrarlayan hiicre bdliinmeleri gibi etkileyen faktorler de

bulunmaktadir (Huang vd., 2019; Fares vd., 2020).

Daha uzun telomer boyutu ile saglikli beslenme, sigaradan uzak durma, diizenli
egzersiz, disiik oksidatif stres ve inflamasyon azaligi arasinda anlamli iliski
bulunmaktadir (Razgonova vd., 2020). Diger taraftan telomer boyunun kisalmas,
karin yagi, yiliksek kan sekeri ve sedanter yasam tarzi gibi degistirilebilir

durumlarla ilgilidir (Zgheib vd., 2018).

Bireyler arasinda degisiklikler olmakla birlikte, telomer uzunlugunun ¢ocukluk
doneminden geng yetiskinlik donemine kadar olan siiregte sabit oldugu
varsayllmaktadir. Ancak, yasin ilerlemesiyle birlikte, telomer uzunlugu da

kisalmaktadir (Giirel vd., 2024).

Diisiik viicut agirliginin telomer uzunlugu ile pozitif iliskisi oldugu bulunmustur.
Kilo kaybi ile telomer uzunlugunda artis goriilmektedir (Carulli vd., 2016). Bir
calismada, 12 ay boyunca kalori kisitlamas1 ve egzersiz yapan bireylerde %10
veya daha yiiksek oranda agirlik kaybinin telomer uzunlugunda artis ile
sonuglandig1r gosterilmistir (Mason vd., 2018). Ancak, arastirmalar, bariyatrik
cerrahi ile kilo kaybi olan obez bireylerin telomer uzunluklarinda farklilik

olmadig: bildirmektedir (Gurung vd., 2020).
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Bireyin beslenme tarzinin ve besin tercihlerinin telomer uzunlugu ile iliskili
yaslanma mekanizmasini farkl sekillerde etkiledigi rapor edilmektedir. Ornegin,
Akdeniz tipi diyette zengin meyve-sebze, lif, kuru baklagil, tam tahil ve sinirh
kirmizi et aliminin telomer uzunlugunu olumlu sekilde etkiledigi bildirilmektedir

(Tanaka vd., 2018; Giirel vd.,2024).

Kahve tiikketimi ile telomer uzunlugu arasinda pozitif yonde iliski oldugu
bildirilmektedir. Kahvenin bu olumlu etkisinin igerdigi kafein ve diger biyoaktif

bilesenlerle iliskili oldugu distiniilmektedir (Liu vd., 2016).
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UCUNCU BOLUM

GEREC VE YONTEM

3.1 Gerec¢

Arastirmada kullanilan Tip 1 & 3 igeren kolajen miksi, niitrikozmetik kolajenli yesil
cay ve normal yesil ¢ay ornekleri market satis noktalarindan temin edilmistir (Tablo
3.1, Tablo 3.2, Tablo 3.3, Tablo 3.4). Toplanan ornekler yaslanma Karsiti islevleri
spektroskopik, In-vitro ve molekiiler yontemler ile arastirilana kadar +4 °C’de 1ZU

Sabri Ulker Gida Beslenme Arastirma Merkezi’nde saklanmistir.

Tablo 3.1: Tip 1 ve Tip 3 Kolajen Miksi Uriin Etiket I¢erigi

Porsiyon (100 g) Miktar:
Enerji (Kkal) 386.0
Yag (g) 0.6
Doymus Yag (g) -

Karbonhidrat (g) -
Sekerler (g) -
Protein (g) 99.4
Tuz (9) -

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Tablo 3.2: Niitrikozmetik Kolajenli Yesil Cay Uriin Etiket Icerigi

Porsiyon (32 gr) Miktar/Oran
Kolajen (mg) 10.0
Yesil Cay (%) 70.0
Hidrolize Peptit

Tip 1 ve Tip 3 Sigir 30.0

Kolajen (%)

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur
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Tablo 3.3: Normal Yesil Cay Uriin Etiket Icerigi

Porsiyon (100 gr)

Miktar

Enerji (Kkal)
Yag (g)
Doymus Yag (g)
Karbonhidrat (g)
Sekerler (g)
Protein (g)

Tuz (9)

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Tablo 3.4: Yesil Cayin Biyoaktif Bilesenleri (100 g)

Biyoaktif Bilesen Miktar (%, km)
Toplam polifenoller 25-30
Flavan-3-ol’ler

(-) Epigallokatesin gallat (EGCG) 8-12
(-) Epikatesin galat (ECG) 3-6
(-) Epigallokatesin (EGC) 3-6
(-) Epikatesin (EC) 1-3
(+) Katesin (C) 1-2
(+) Gallokatesin (GC) 3-4
Flavonollar ve flavonol glikozidler 3-4
Leukoantosiyaninler 2-3
Polifenolik asitler ve depsidler 3-4

Kaynak: Aoudieh vd., 2019
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Sekil 3.1: Ornekler

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.2 Yontemler
3.2.1 Aminoasit Analizi

Orneklerden 0,5 g PYA vida kapakli cam tiiplere pipetlenmis ve iizerlerine 4 ml
hidroliz reaktifi ilave edilerek 110 °C’de 24 saat hidroliz islemi
gerceklestirilmistir. Hidrolizin ardindan, d6rnekler oda sicakliginda sogumaya
birakilmistir. Oda sicakligina gelen drnekler 4.000 rpm/5 dk santrifiij edilmistir.
Supernatant kismindan 40 pul pipetlenerek H>O ile 1 ml’ye seyreltilerek,
seyreltilen kisim cihaza enjeksiyona hazir hale getirilmistir. 50 ul hidrolizat viale
aktarilmig, iizerine 50 pl internal standart karisimi eklenerek 5 sn
vortekslenmigtir. Daha sonra 700 pl reaktif ilave edilerek 5 sn tekrar
vortekslenmistir. Son olarak vial LC-MS/MS sistemine enjekte edilmistir. Amino
asit diizeyleri, Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Sinirina gore Sl¢tilmiistiir
(Tabak vd., 2021).

3.2.2 Hiicre Canlilik Testi

Normal human dermal fibroblast (NHDF) (L929 ve HaCaT) hiicre hatlar1 iZU

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Departmani hiicre kiiltiirii koleksiyonundan temin
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edilmistir. Zamana bagli (24. ve 48. saatler) hiicre canliligi okumalari, BioTek
800 TS FElisa mikropleyt okuyucu yardimiyla 490 nm dalgaboyunda
gergeklestirilmistir. Sonuglar Microsoft Excel programina aktarilarak, ortalama
ve standart sapma ile normalize ortalama ve normalize standart sapma degerleri

hesaplanmistir (Abdik, 2022).

3.2.3 Karsilastirmah Telomer Uzunlugu Tayini
3.2.3.1 Genomik DNA Izolasyonu

Madde 3.2.2°de farkli doz ve zamanlarda elde edilen L929 ve HaCaT hiicrelerinde
Eurofins Genespin (Kat. no. 5224400605, Hamburg, Almanya) Genomik DNA
Izolasyon ticari kiti protokolii takip edilerek DNA izolatlar1 elde edilmistir. i1k
olarak, oda sicakliginda (18-25 °C) tutulan kit iceriginde bulunan GENESpin
Wash Buffer ve GENESpin Proteinaz K reaktifleri hazirlanmistir. 0,2 g hiicre
O0rnegi homojenize edilmistir. Homojenize edilen 6rnek 2 mL toplama tiipiline
aktarilmistir. Ornek iizerine 65 °C’ye 1sitilmis olan 550 ul GENESpin Lysis
Buffer eklenerek, 15 sn karistirilmistir. Devaminda tiipe 10 pl GENESpin
Proteinaz K eklenerek 2-3 sn daha vortekslenmistir. Homojenizasyon sonrasi tiip
65 °C’de 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon bitiminde tip 10 dk
10.000xg’de santrifiij edilmistir. 300 pl supernatant yeni bir tiipe pipetlenmis,
tizerine 300 ul GENESpin Binding Buffer ve 300 pl etanol eklenerek, 30 sn
vortekslenmistir. Devaminda, yeni toplama tiipiine GENESpin Column
konulmustur. 700 pl miks tiipe pipetlenmis ve 1 dk 11.000xg’de
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonunda tiipte kalan berrak soliisyon atilarak, kalan
pellet i¢in yikama ve kurutma asamasina gecilmistir. Birinci adimda, 400 pl
GENESpin Wash Buffer 1 GENESpin kolonuna pipetlenerek 1 dk 11.000xg
santrifiijlenmistir. Ikinci adimda, 700 ul GENESpin Wash Buffer 2 GENESpin
kolonuna pipetlenerek 1 dk 11.000xg santrifiijlenmistir. Ugiincii son adimda ise,
200 pl GENESpin Wash Buffer 2 GENESpin kolonuna pipetlenerek 2 dk
11.000xg tekrar santrifiij edilmis ve supernatant kisim atilmistir. 1,5 ml santrifiij
tiiptine GENESpin Column yerlestirilmistir. Kolona 70 °C’ye 1sitilmis olan 100
ul GENESpin Elution ¢ozeltisi pipetlenerek, oda kosullarinda (18-25 °C) 5 dk

inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda, DNA elde edebilmek igin tiip 1
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dk 11.000xg’de santrifiij edilmistir. Elde edilen DNA izolat1 ileri analizde

kullanilmak tizere -20 °c’de saklanmistir (Eurofins, 2018).

3.2.3.2 Telomer Uzunlugu

Madde 3.2.3.1°de izole edilen DNA orneklerinin telomer uzunlugu kantifikasyon
testi ScienCell Research Laboratories Absolute Human Telomere Length
Quantification qPCR Assay Kit (Kat. No: 8918, Kaliforniya, ABD) ticari kit
protokolii uygulanarak tespit edilmistir (ScienCell Research Laboratories, 2024).
Kit icinde bulunan vialler oda sicakligina (18-25 °C) getirilmis ve 1 dk
1.500xg’de santrifiij edilmistir. Telomer primer stok soliisyonu hazirlamak i¢in
viallere 200 pl nuclease-free H,O konulmustur. Elde edilen alikotlar -20 °C’de
saklanmigtir. Liyofilize Tek Copya Referansi (Single Copy Reference, SCR)
primer setine 200 pl nuclease-free H2O pipetlenmis ve -20 °C’ ye kaldirilmistir.
Referans genomik DNA o&rnekleri ve Madde 3.2.3.1°de elde edilen DNA
izolatlarinin her birisi igin, birisi telomer primer stok soliisyonu ile ve ikincisi
SCR primer stok soliisyonu ile olmak tizere iki adet 20 ul qPCR reaksiyonu
hazirlanmistir. qPCR reaksiyon kuyucuklar1 kapatilmistir. Kapatilan tiipler
1.500xg’de 15 sn santrifiij edilmistir. Santrifiij bitiminde tiipler BioRad qPCR
(Kaliforniya, ABD) cihazi kullanilarak amplifiye edilmistir (Tablo 3.5).

Tablo 3.5: Telomer Amplifikasyon Kosullar:

Islem Sicaklik Siire Déngii Sayisi
[k denatiirasyon 95 °C 10 dk 1
Denatiirasyon 95 °C 20 sn

Baglanma 52°C 20 sn 32
Uzama 72 °C 45 sn

Bekletme 20 °C - 1

Kaynak: ScienCell, 2024
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Ornek DNA ve referans DNA Kkarsilastirmali telomer uzunlugu asagidaki

esitlikler kullanilarak hesaplanmistir.
Telomer i¢in:
ACq (TEL) = Cq (TEL, DNA izolat1) - Cq (TEL, referans DNA) (2)
Tekli kopya referans (SCR) i¢in:
ACq (SCR) = Cq (SCR, DNA izolat1) - Cq (SCR, referans DNA) (2)
AACq = ACq (TEL) - ACq (SCR) 3)
Ornek DNA ve referans DNA rolatif telomer uzunlugu (fold) = 2-44¢d (4)
Ornek DNA telomer uzunlugu = Referans DNA telomer uzunlugu x 2°44€1  (5)
ACq (TEL): Telomer kantifikasyon dongii sayisi farki
Cq: Kantifikasyon (Niceleme) dongiisii
ACq (SCR): Tek kopya kantifikasyon dongii sayis1 farki

AACq: TEL ve SCR kantifikasyon dongii sayis1 farki

3.2.4 istatistik Analiz

Kolajenli yesil ¢ayin L929 ve HaCaT hiicre hatlarinda MTS hiicre canliliklar1 ve
rolatif telomeraz uzunluk etkileri arasindaki iliski t-testi ile analiz edilmistir
(p<0.05). Istatistik analiz SPSS 20 (IBM Corporation, NY, ABD) paket programi
kullanilarak yapilmistir.
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DORDUNCU BOLUM

BULGULAR

4.1 Aminoasit Profili Bulgular:

Tablo 4.1: Tip 1 ve Tip 3 Kolajen Miksi EAA ve non-EAA Bulgular:

EAA Miktar (mg/100 g) %
Histidin 541 16.2
[zol6zin 395 11.8
Lo6zin 716 21.4
Lizin 466 14.0
Metiyonin 102 3.1
Fenilalanin 556 16.7
Treyonin Tespit edilemedi -
Triptofan Tespit edilemedi -
Valin 562 16.8
Toplam 3338 100.0
Non-EAA

Alanin 2327 11.9
Arjinin 178 0.9
Asparajinik Asit Tespit edilemedi -
Aspartik Asit 1755 9.0
Sistin Tespit edilemedi -
Sistein Tespit edilemedi -
Glutamik Asit (E620) 2609 13.4
Glisin 6392 32.8
Hidroksiprolin Tespit edilemedi -
Prolin 5411 27.8
Serin 734 3.8
Taurin (toplam) Tespit edilemedi -
Tirozin 76 0.4
Toplam 19482 100.0
Genel Toplam (EAA + non-EAA) 22820 100.0

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Tip 1 ve Tip 3 kolajen miksinin EAA ve non-EAA diizeyleri LC-MS/MS yodntemi
ile belirlenmistir. LOD 0,001 mg/100 g ve LOQ 0,007-0,161 mg/100 g araliginda
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Olgiilmiistiir. Bulgulara gore, kolajen miksinde EAA toplami1 3338 mg/100 g ve
non-EAA toplami ise 19482 mg/100 g olarak tespit edilmistir. Kolajen miksinin
EAA profilinde, EAA’ler sirasiyla, 716 mg/100 g 16zin (%21,4), 562 mg/100 g
valin (%16,8), 556 mg/100 g fenilalanin (%16,7), 541 mg/100 g histidin (%16,2),
466 mg/100 g lizin (%14,0), 395 mg/100 g izolozin (%11,8) ve 102 mg/100 g
metiyonin (%3,1) olarak tayin edilmistir. Ancak, treyonin ve triptofan
bulunamamistir (Tablo 4.1, Sekil 4.1). Bunun baslica sebebi, iki EAA’in eser

miktarlarda ve tespit diizeyinin altinda bulunmalaridir.

Valin
Triptofan
Treyonin

Fenilalanin
< Metiyonin

Lizin

Lo6zin

zol6zin
Histidin

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
%EAA

Sekil 4.1: Tip 1 ve 3 Kolajen Miksi EAA Profili

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Kolajen miksinde non-EAA toplam1 19482 mg/100g olarak bulunmustur. Kolajen
miksinin non-EAA profilinde, non-EAA’ler sirasiyla, 6392 mg/100 g glisin
(%32,8), 5411 mg/100 g prolin (%27,8), 2609 mg/100 g glutamik asit (%13,4),
2327 mg/100 g alanin (%11,9), 1755 mg/100 g aspartik asit (%9,0), 734 mg/100
g serin (%3,8),178 mg/100 g arjinin (%0,9) ve 76 mg/100 g tirozin (%0,4) olarak
tespit edilmistir. Ancak, asparajinik asit, sistin, sistein, hidroksiprolin ve taurin
gorilememistir (Tablo 4.1, Sekil 4.2). Bunun baslica sebebi, 5 non-EAA’in eser

miktarlarda ve tespit diizeyinin altinda olmalaridir.
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Tirozin

Serin
} Hidroksiprolin
'-'é Glutamik Asit (E620)
2 Sistin

Asparajinik Asit

Alanin

0

1000

2000

3000 4000
% non-EAA

5000

Sekil 4.2: Tip 1 ve 3 Kolajen Miksi non-EAA Profili

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
Tablo 4.2: Niitrikozmetik Kolajenli Yesil Cay EAA ve non-EAA Bulgular

6000

7000

EAA Miktar (mg/100 g) %
Histidin Tespit edilemedi -
[zoldzin Tespit edilemedi -
Lozin Tespit edilemedi -
Lizin Tespit edilemedi -
Metiyonin Tespit edilemedi -
Fenilalanin 3.0 16.7
Treyonin Tespit edilemedi -
Triptofan Tespit edilemedi -
Valin 15.0 83.3
Toplam 18.0 100.0
Non-EAA

Alanin Tespit edilemedi -
Arjinin Tespit edilemedi -
Asparajinik Asit Tespit edilemedi -
Aspartik Asit Tespit edilemedi -
Sistin Tespit edilemedi -
Sistein Tespit edilemedi -
Glutamik Asit (E620) Tespit edilemedi -
Glisin 8.3 37.2
Hidroksiprolin Tespit edilemedi -
Prolin 14.0 62.8
Serin Tespit edilemedi -
Taurin (toplam) Tespit edilemedi -
Tirozin Tespit edilemedi -
Toplam 22.3 100.0
Genel Toplam (EAA + non-EAA) 40.3 100.0

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Niitrikozmetik kolajenli yesil ¢ayin EAA ve non-EAA diizeyleri LC-MS/MS
yontemi ile belirlenmistir. LOD 0,001 mg/100 g ve LOQ 0,007-0,161 mg/100 g
araliginda ol¢lilmiistiir. Bulgulara gore, niitrikozmetik kolajenli yesil cayin EAA
toplam: 18,0 mg/100 g ve non-EAA toplami ise 22,3 mg/100 g olarak tespit
edilmistir. Niitrikozmetik kolajenli yesil cayin EAA profilinde, EAA’ler sirasiyla,
3,0 mg/100 g fenilalanin (%16,7), 15,0 mg/100 g valin (%83,3) olarak
bulunmustur. Ancak histidin, iz6l6zin, 16zin, lizin, metiyonin, treyonin ve
triptofan tespit edilememistir (Tablo 4.2, Sekil 4.3). Bunun baslica sebebi, bu 7

EAA’in eser miktarlarda ve tespit diizeyinin altinda bulunmalaridir.

Valin
Triptofan
Treyonin
Fenilalanin
< L
< Metiyonin
L .
Lizin
Lozin
zol6zin
Histidin
0,0 100 20,0 300 400 500 600 70,0 80,0 90,0
% EAA

Sekil 4.3: Niitrikozmetik Kolajenli Yesil Cayin EAA Profili
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Niitrikozmetik kolajenli yesil ¢ayda non-EAA toplami1 22,3 mg/100g olarak
bulunmustur. Niitrikozmetik kolajenli yesil ¢ayin non-EAA profilinde, non-
EAA’ler sirasiyla, 8,3mg/100 g glisin (%37,2) ve 14,0 mg/100 g prolin (%62,8)
olarak tayin edilmistir. Ancak, asparajinik asit, alanin, arjinin, aspartik asit, sistin,
sistein, glutamik asit, hidroksiprolin, prolin, serin, tirozin ve taurin
bulunmamustir. (Tablo 4.2, Sekil 4.4). Bunun baslica sebebi, 11 non-EAA’in eser

miktarlarda olmalar1 ve tespit diizeyinin altinda olmalaridir.
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Sekil 4.4: Niitrikozmetik Kolajenli Yesil Cayin non-EAA Profili

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

4.2 Hiicre Canlhilik Testi Bulgular:

Tip 1 ve Tip 3 kolajen miksi, niitrikozmetik kolajenli yesil ¢ay ve normal yesil
cayin HaCaT ve L929 hiicre hatt1 iizerinde zamana bagli hiicre canliligina etkisi
MTS testi ile degerlendirilmistir (Tablo 4.3, Tablo 4.4). Yontemde belirtildigi
tizere 96 kuyucuklu pleytlere ekilen hiicrelere belli oranlarda iiriinleri igeren
medya uygulanmis olup, 24. ve 48. saat inkiibatorde kiiltiire alinmis, inkiibasyon
bitiminde ise hiicre canliligi (%) iizerindeki etkileri MTS testi ile

degerlendirilmistir.

Tablo 4.3: L929 Hiicre Hattinda 24 ve 48 Saat Siirelerle Orneklerin
Uygulamasinin Hiicre Canlhihigina (HC) Etkisi (Veriler; % Canlilik Ortalama
= Standart Sapma)

Doz (ng/ml) Kontrol 50 100 200 300 400
24 .saat

Ornek Hiicre Canhhig (%)

Tip 1 ve Tip 3 Medyan 100.0 108.8 1042 1066 1058  100.4

Kolajen Miksi +Ss 6.3 35 5.3 47 2.5 48

Niitrikozmetik Medyan 100.0 1034  100.0 1018 1046  116.6

Kolajenli Yesil

Cay +Ss 8.2 5.1 5.4 6.6 1.2 4.0
Medyan 100.0 107.3 1047 1011  98.3 86.5

Normal Yesil Ca
silGay o 6.8 51 71 5.4 53 47

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Tablo 4.3 (Devam): L929 Hiicre Hattinda 24 ve 48 Saat Siirelerle Orneklerin
Uygulamasinin Hiicre Canlihigina (HC) Etkisi (Veriler; % Canhlik Ortalama
+ Standart Sapma)

Doz (ug/ml) Kontrol 50 100 200 300 400
48.saat

TiplveTip3  Medyan 1000 1046 1124 1144 1150 1128
Kolajen Miksi  +Sg 49 5.3 4.2 4.6 3.3 3.8
Niitrikozmetik  Medyan 1000  106.6 1045 1017 973 965
Kolajenli Yesil g4 4.9 50 47 44 55 34
Normal Yesil ~ Medyan 1000 1119 1122 1101 1176 1102
Cay +Ss 2.1 6.8 9.7 9.2 2.1 8.3

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

24 saat inkiibe edilen L929 hiicrelerin canliliginda, kolajen miksinde,
niitrikozmetik kolajenli yesil ¢ay ve normal yesil ¢ayda anlamli bir farklilik tespit

edilmemistir.

48 saat inkiibe edilen L929 hiicrelerin canliliginda, kolajen miksinde ve
niitrikozmetik kolajenli yesil ¢ayda sirayla; %114,4 £ 4,6 ve %117,6 + 2,1 artis
goriilmistiir. Normal yesil cayda ise 300 ve 400 pg/ml dozlarinda canlilik
oranlarinda diisiis belirlenmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4).

m 1929 24h
m 1929 48h

0,0086 0,0172 0,357
Kolajen (ng/ml)

150

|
o
o

a1
o

Hiicre Canlilig1 (%)

o

Sekil 4.1: L929 Hiicre Hatt1 Tip 1 ve Tip 3 Kolajen Miksi, 24-48 Saat MTS Sonuglari.
Tek yénlii ANOVA, Tukey Post Hoc Testi Kontrol ve Ornekler Deney Grubu,
Gruplararas1 Karsilastirma, *p < 0.05

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Yesil Cay Konsantrasyonu(pg/ml)

Sekil 4.2: 1929 Hiicre Hatt1 Niitrikozmetik Kolajenli Yesil Cay, 24-48 Saat MTS
Sonuglari. Tek yénlii ANOVA, Tukey Post Hoc Testi Kontrol ve Ornekler Deney
Grubu, Gruplararasi Karsilagtirma, *p < 0.05

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

140
8120
5 100
= 80
S 60 ® 1929 24h
]
S 40 = 1929 48h
T 20

0

0 50 100 200 300 400

Yesil Cay Konsantrasyonu(pg/ml)

Sekil 4.3: L.929 Hiicre Hatt1 Normal Kolajenli Yesil Cay, 24-48 Saat MTS Sonuglari.
Tek yonlii ANOVA, Tukey Post Hoc Testi Kontrol ve Ornekler Deney Grubu,

Gruplararas1 Karsilagtirma, *p < 0.05

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Sekil 4.4: L929 Mikroskop Goriintiisii

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Tablo 4.4: HaCaT Hiicre Hattinda 24 ve 48 Saat Siirelerle Orneklerin
Uygulamasinin Hiicre Canlihigina (HC) Etkisi (Veriler; % Canhlik Ortalama

+ Standart Sapma)

Doz (ng/ml) Kontrol 50 100 200 300 400
24.saat
Ornek Hiicre Canhhig (%)
100.0 92.6 96.4 99.4 931  100.0

Tip 1 ve Tip 3 Medyan
Kolajen Miksi 1S5 2.9 8.3 3.0 8.3 8.2 4.2
Niitrikozmetik Medyan 100.0 112.0 1165 1130 1095  109.5
Kolajenli Yesil
Cay 1S5 2.7 9.0 6.7 5.9 7.8 45

Medyan 100.0 108.7 1046 1064 987 89.9
Normal Yesil Gay 28 18 69 12 53 14

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Tablo 4.4 (Devam): HaCaT Hiicre Hattinda 24 ve 48 Saat Siirelerle
Orneklerin Uygulamasinin Hiicre Canlihgmma (HC) Etkisi (Veriler; %
Canhilik Ortalama + Standart Sapma)

Doz (ng/ml) Kontrol 50 100 200 300 400
48.saat
100.0 102.2 107.5 119.7 119.6 120.4

Tip 1 ve Tip 3 Medyan
Kolajen Miksi +Ss 3.5 2.3 6.2 4.3 8.6 4.4
Niitrikozmetik Medyan 100.0 1077 1161 1178 1128  107.3
Kolajenli Yesil
Coy S 3.6 4.6 9.3 5.9 7.0 5.9

Medyan 1000 1034 1067 1078 901 835
Normal Yesil Cay 5.7 61 66 34 78 78

24 saat inkiibe edilen HaCaT hiicrelerin canliliginda, kolajen miksinde,
niitrikozmetik kolajenli yesil ¢ay ve normal yesil ¢ayda anlamli bir farklilik tespit
edilmemistir. 48 saat inkiibe edilen HaCaT hiicrelerin canliliginda, kolajen
miksinde 400 pg/ml dozunda %120,4 + 4,6 artis goriilmiistiir. Normal yesil ¢ayda
ise 300 pg/ml ve 400 pg/ml dozlarinda canlilik oranlarinda diisiis belirlenmistir
(Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8).

m HaCaT 24h
m HaCaT 48h

0,0086 0,0172 0,357
Kolajen (pg/ml)

150

[EEN
o
o

o
o

Hiicre Canlilig1 (%)

o

Sekil 4.5: HaCaT Hiicre Hatt1 Tip 1 ve Tip 3 Kolajen Miksi, 24-48 Saat MTS
Sonuglar1. Tek yonlii ANOVA, Tukey Post Hoc Testi Kontrol ve Ornekler Deney
Grubu, Gruplararas1 Karsilastirma, *p < 0.05

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Sekil 4.6: HaCaT Hiicre Hatt1 Niitrikozmetik Kolajenli Yesil Cay, 24-48 Saat MTS
Sonuglar1. Tek yonlii ANOVA, Tukey Post Hoc Testi Kontrol ve Ornekler Deney

Grubu, Gruplararasi Karsilastirma, *p <0.05

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

m HaCaT 24h
m HaCaT 48h
0 50 100 200 300 400

Yesil Cay Konsantrasyonu (pg/ml)

120

10

Hiicre Canlilig1 (%)
B D (00}
o o o o

N
o

o

Sekil 4.7: HaCaT Hiicre Hatti Normal Yesil Cay, 24-48 Saat MTS Sonuglar1. Tek
yonlii ANOVA, Tukey Post Hoc Testi Kontrol ve Ornekler Deney Grubu, Gruplararasi
Karsilagtirma, *p < 0.05

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Sekil 4.8: HaCaT Mikroskop Goriintiisii

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

4.3 Telomer Uzunlugu Bulgulari

L929 hiicre hatt1 rolatif telomer uzunlugunda 24. saatte, kolajenli yesil ¢ayda
(YC+K400) 64,7 kat artis goriilmiistiir. Ancak, 48. saatte, anlamli bir farklilik
tespit edilmemistir (Sekil 4.9).

=1
Lh

Toplam Rolatif Telomer Uzunlugu

o]
Lh

70

Y R N L = =)
O Lth O th O Lh O Lh

[ ]
th O th O

L2928 Control L929 Y400 L92% Y400 Lo2g Lo2g Lo20 K400 L1920 K400 L929 K0.357 L929 K0.337
24 48 VOHRAD0 24 YO+E400 48 24 48 24 48

=]

Sekil 4.9: 1.929 Hiicre Hatt1 Rolatif Telomer Uzunlugu

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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HaCaT hiicre hatt1 rolatif telomer uzunlugunda 24. saatte kolajenli yesil ¢ayda
kolajenli yesil ¢cayda (YC+K400) anlamli bir farklilik gézlemlenmemistir. Diger
taraftan, 48.saatte 2,2 kat1 artis belirlenmistir (Sekil 4.10).

155 | ‘ | ‘

HaCaT HaCaT HaCaT HaCaT HaCaT HaCaT HaCaT HaCaT HaCaT
YC24 YC48 YC+K 24 YC-K 48 K400 24 K40048 K0.357 24K 0,357 48

e
LA

Toplam Rélatif Telomer Uzunhigu

Sekil 4.10: HaCaT Hiicre Hatt1 Rolatif Telomer Uzunlugu

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

4.4 Tstatistik Bulgular

Kolajenli yesil ¢ayin L929 ve HaCaT hiicre hatlarinda MTS hiicre canliliklari ve
rolatif telomeraz uzunluk etkileri arasindaki iliski t-testi ile analiz edilmistir
(p<0.05). L929 hiicre hattinda kolajenli yesil ¢cay (YC+K 400mg/ml) 24.saatte
(p=0.00002<0.05) ve HaCaT hiicre hattinda ise 48.saatte (p=0. 00001<0.05) MTS
hiicre canlilik oran1 ve rolatif telomer uzunlugu (TL) arasinda anlamli iliski

saptanmuistir.
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BESINCi BOLUM

DEGERLENDIRME VE TARTISMA

Bu ¢aligsmada, Tip 1 ve Tip 3 kolajen miksi ve niitrikozmetik kolajenli yesil cayin EAA
ve non-EAA profilleri LC-MS/MS metodu ile ve 1929 ve HaCaT hiicre hatlar
canliliklar1 tizerindeki etkileri ise MTS testi ile incelenmistir. MTS testinden elde
edilen hiicrelerden genomik DNA izole edilmis ve toplam rolatif telomer uzunluklar
tespit edilmistir. Bulgulara gore, EAA ve non-EAA degerleri Tip 1 ve Tip 3 kolajen
miksinde 22820 mg/100 g ve 19482 mg/100 g; niitrikozmetik kolajenli yesil ¢ayda ise
18,0 mg/100 g ve 22,3 mg/100 g olarak belirlenmistir. MTS testi, L929 hiicre
canliliginda, 48. Saatte Tip 1 ve Tip 3 kolajen miksi i¢in %114,4 ve niitrikozmetik
kolajenli yesil ¢ayda %117,6 artis gortilmistiir. L929 hiicrelerinde toplam rolatif
telomer uzunlugu 24.saate 64,7 kat, HaCaT hiicrelerinde ise 48.saat sonunda 2,2 kati
artis gostermistir. Ozetle, kolajen iceren niitrikozmetik iiriinlerin yaslanma karsiti

etkilerinin genis kapsamli arastirilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

5.1 Tartisma

Bu calismada, kolajen igeren niitrikozmetik yesil ¢ayin yaslanma karsiti islevi
spektroskopik, in vitro ve molekiiler yontemler ile arastirilmistir. Kolajen, insan
deri agirliginin yaklasik %80’ini meydana getiren bircok bag dokunun temel
proteinidir. Kolajen yapisi, her 3 kalintida bir glisin tekrar1 ve diger kalintilarda
ise ozellikle prolin ve hidroksiprolinin tekrarladigi polipeptit zincirler ile bagh
ticlic sarmal bir yapidir. Bu baglamda, kolajen, mekanik destek saglamakla
beraber doku gelisimini de desteklemektedir (Olatunji, 2020). Kolajen, elastin,
hiyaliironat (HA) ve proteoglikanlar ile bir araya gelerek, hiicrelere mekanik
ozellik katmaktadir. Cilt diger organlara gore dis ¢evreye direkt olarak maruz
kalmaktadir. Zamanla, ECM proteinlerinin bozulmasi ve ileri glikasyon iiriinleri
(AGE) olusmasi ile ciltte kirisiklik ve lekeler gibi yaslanmayla karakterize
ozellikler goriilmektedir (Lin vd., 2020). Yaslanma siireciyle birlikte, kolajenin
translasyonu sonrasi islenmesinde gorev alan enzimlerde azalis goriilmektedir.
Bu ise, kolajen sentezini destekleyen fibroblastlarin ve cildi besleyen damarlarin

sayisinda diisiise yol agmaktadir. Bir diger ifadeyle, ileri yaslarda kolajen
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sentezinde azalma meydana gelmektedir (Pu vd., 2023). Kolajen, doku ve
organlarin yapisal biitiinliiglinii korumakta ve bag dokularinda (kemik, kikirdak
vb.) fonksiyonel rol oynamaktadir. Ayrica, kolajen, endojen biiyiime faktorlerinin
ve sitokinlerin depo edilmesini saglamakta, yara tedavisi ve doku onariminda
gorev alarak, eksojen veya endojen hiicreler igin uygun bir mikro ortami
olusturmaktadir (Mikitie vd., 2019). Kolajen, islevsellik ve kaynagina gore 28
tirden olusmaktadir. Ancak, en yaygin olanlar1 Tip 1, Tip 2, Tip 3 ve Tip 4’tiir.
Tip 1 kolajen insan viicudunun toplam kolajen miktarinin %90’ 11
olusturmaktadir (Nagaoka et al., 2019). Bu arastirmada, cilt kolajen profilini
meydana getiren Tip 1 ve Tip 3 kolajen miksi iceren niitrikozmetik yesil ¢ay
incelenmistir. Bu baglamda, c¢alismamiz, niitrikozmetik {rlinlerin yaslanma
karsit1 islevselligini deneysel bulgular ile ortaya koyarak literatiire katkida

bulunmustur.

Bu arastirmada, piyasada satisa sunulan ve %30 (500 mg/poset) Tip 1 ve Tip 3
s1gir kolajeni iceren yesil cay liriinii ele alinmistir. Beslenme ve kozmetigin bir
araya gelmesiyle adlandirilan niitrikozmetik kavrami yeni bir olgudur (Alves vd.,
2020). Medline, Embase, Cochrane, Latin American and Caribbean Health
Sciences Literature (LILACS) ve and Journal of Negative Results in BioMedicine
veri tabanlarinda yapilan bir meta analize gore, yaslar1 20 ila 70 arasinda degisen
toplam 1125 denek (%95 kadin) iizerinde gergeklestirilen ¢alismalarda, 90 giin
siiren kolajen takviyesinin cildin elastikiyetini ve hidrasyonunu arttirdigi ve
yaslanma karsit1 etki gosterdigi rapor edilmistir (de Miranda vd., 2021).
Niitrikozmetik {rilinler insan derisinin, tirnaklarinin ve sag¢inin yapisini
giiclendirerek saglikli bir goriiniim kazandirmaktadir. Insanlar disardan
tilkettikleri besinler ve takviyeler konusunda bilgilendik¢e, dogal kaynakli
iriinler arayisina girmekte ve niitrikozmetik triinler daha popiiler hale
gelmektedir (Usman ve Bharadvaja, 2023). Kolajen igeren yiyecekler ve
iceceklerin cildin yaslanmasina karst olumlu etkilerinin artmasi i¢in bazi
antioksidan unsurlarin birlikte alinmast 6nemlidir. Bu konuda Askorbik asit (C
vitamini) 6rnek olarak verilebilir. C vitaminin kolajen sentezini arttirdig1 ve ciltte
leke olusunu onledigi rapor edilmektedir (Goyal vd., 2022). Antioksidan besin
ogelerinin, dogal kolajenden elde edilen hidroksiprolin, prolin ve glisin gibi

dipeptitlerce hidrolizat peptitler ile niitrikozmetik {iriin olarak alinmasinin dermal
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fibroblast hiicrelerin biyoaktivitesini yiikselttigi, kolajen sentezini tetikledigi,
cildin elastikiyeti ve hidrasyon seviyesini olumlu yonde etkiledigi bilinmektedir
(Dewi vd., 2023). Niitrikozmetik triinler, ¢ogunlukla tablet, hap, toz, sakiz,
icecek vb. formlarda piyasaya sunulmaktadir. Niitrikozmetik iiriin yapiminda
aktif madde olarak meyveler, yapraklar ve sifali bitkiler kullanilabilmektedir.
Lipidlerin, peptitlerin, polisakkaritlerin, minerallerin, vitaminlerin, ikincil
metabolitlerin ve bitki 6zlerinin kaynagi olmaktadirlar (Sadgrove ve Simmonds,
2021; Yadav ve Mohite, 2020). Agiz yoluyla disardan alinan kolajen peptit
takviyeleri, kreatin sentezini artirmakta, kas dokusunun gelisimini desteklemekte,
yara iyilesme siiresini hizlandirmakta, eklem yapilarini onarmakta ve
kardiyovaskiiler bozukluklar1 tedavi etmektedir (Michalak vd., 2022). Bu
calismada, antioksidanca zengin yesil ¢aya eklenmis hidrolizat Tip 1 ve Tip 3
sigir kolajeni miksi ele alinmistir. Bu baglamda, yalniz kolajen miksi,
niitrikozmetik kolajen igeren yesil ¢ay ve normal yesil ¢ay 6rneklerinin yaglanma
karsit1 islevsellikleri analiz edilmistir. Bulgular, niitrikozmetik kavraminin dogal
antioksidanca zengin yesil cay ile sinerjik etkisini anlamak agisindan literatiire

somut katkida bulunmustur.

Bu calismada Tip 1 ve Tip 3 kolajen miksi ve demlenmis niitrikozmetik kolajenli
yesil caymm EAA ve non-EAA profilleri incelenmistir. Tip 1 ve Tip 3 kolajen
miksinin EAA diizeyi 3338 mg/100 g olarak Slgiilmiistiir. Saptanan EAA’ler
sirastyla, 16sin (%21,4), valin (%16,8), fenilalanin (%16,7), histidin (%16,2),
lizin (%14,0), izoldsin (%11,8) ve metiyonin (%3,1) olarak tayin edilmistir.
Ancak, treyonin ve triptofan tespit edilememistir. Kolajenin tg¢lii sarmal dizesi,
es merkezli olarak hizalanmis glisin tarafindan meydana gelen kovalent baglarla
baglanmis halde li¢ prokolajen zincirinden olusmaktadir (Aguilar-Toala vd.,
2023). Spiral yapisinda asil olarak bulunan EAA’ler; fenilalanin, histidin, 16sin
ve metiyonin bulunmaktadir. Yan =zincirlerinin biiyiik yapida olmasindan
kaynakli, valin ve izoldsin, a sarmal yapisinin stabil yapisinda bulunmamaktadir.
Sarmalin diizenli yapisi treyonin tarafindan bozulmaya ugramaktadir (Gauza-
Wtodarczyk vd., 2017). Bu baglamda, bu ¢alismada saptanan EAA’lerin

cogunlugu literatiir bilgileri ile 6rtiismektedir.

Bu arastirmada, kolajen miksinde toplam non-EAA diizeyi 19482 mg/100g olarak
bulunmustur. Non-EAA’ler sirasiyla; glisin (%32,8), prolin (%27,8), glutamik
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asit (%13,4), alanin (%11,9), aspartik asit (%9,0), serin (%3,8), arjinin (%0,9) ve
tirozin (%0,4) olarak tespit edilmistir. Ancak, asparajinik asit, sistin, sistein,
hidroksiprolin ve taurin 6lgiillememistir. Memeli hayvanlardan elde edilen kolajen
proteinlerinin tigte birini glisin, prolin ve hidroksiprolin meydana getirmektedir.
Bu non-EAA’ler kolajen yapidaki toplam amino asitlerin yaklasik %60’ 1na esittir.
Glisin, dogada bulunan en basit amino asit olarak bilinmektedir ve kolajen
yapisinin temel bilesenidir (P. Li ve Wu, 2017). Bizim bulgularimizda da glisin
en yliksek (%32,8) orani ile en fazla bulunan non-EAA olarak belirlenmistir.
Diger taraftan, Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan bir arastirmaya gore,
%36 kolajen hidrolizat peptit igeren miksinde tirozin diizeyi 297 mg/100 g olarak
rapor edilmistir (Paul vd., 2019). Bizim ¢alismamizda, kolajen miksinde bu deger
76 mg/100 g olarak tespit edilmistir. Kolajen beslenme agisindan tam protein
kaynagi degildir. EAA triptofan bakimindan yetersizdir (Cellbone, 2024). Bu
acidan bakildiginda, bizim bulgularimizda triptofan bulunamamistir. Bu

bakimdan bulgularimiz Uluslararasi literatiir ile ortiigmektedir.

Bu calismada niitrikozmetik kolajenli yesil ¢ay, paket {izerinde verilen demleme
talimatlarina uygun olarak hazirlanmistir. 100 °C’ da 3-5 dakika olarak
demlenmistir. EAA VE non-EAA profilleri incelenmistir. EAA toplami1 18,0
mg/100 g ve non-EAA toplami ise 22,3 mg/100 g olarak tespit edilmistir.
Niitrikozmetik kolajenli yesil cayin EAA profilinde, EAA’ler sirasiyla,
fenilalanin (%16,7), valin (%83,3) olarak bulunmustur. Ancak histidin, 1z616zin,
16zin, lizin, metiyonin, treyonin ve triptofan bulunmamistir. Niitrikozmetik
kolajenli yesil c¢ayin non-EAA toplami 22,3 mg/100g olarak bulunmustur.
Niitrikozmetik kolajenli yesil cayin non-EAA profilinde, non-EAA’ler sirasiyla,
glisin (%37,2) ve prolin (%62,8) olarak tayin edilmistir. Ancak, asparajinik asit,
alanin, arjinin, aspartik asit, sistin, sistein, glutamik asit, hidroksiprolin, prolin,
serin,tirozin ve taurin gérilmemistir. Bunun sebebi, demleme siiresi ve demleme
suyunun derecesi ile olabilecegi diisliniilmektedir. Yapilan bir c¢alismada
demlenmis yesil ¢ay i¢in, toplam fenolik madde diizeyi diisitk bulunmus olup,
demleme siiresinin diisiikk olmasindan kaynakli oldugu bildirilmektedir. Yesil
cayin demleme siiresi ve sicaklik derecesinin toplam fenolik madde igerigini ve
antioksidan aktivitesini etkilemistir (Kadiroglu ve Diblan, 2017). Baska bir

calismada, yesil ¢ay ekstrakti katilmis kolajenli igecegin cilt iizerindeki etkileri
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incelenmistir. Yesil ¢ay ekstrakti igeren kolajenli igecek minimum 1 ay
kullanilmast sonucu, cilt ve genel saghigi (iltihap, viicut kompozisyonu vb.)
olumlu etkileri bulunmustur (Polonini vd., 2021). Bu bulgular bizim ¢alismamaizi
destekler niteliktedir.

Yasam siiresince organlar yaslanmaktadir. Insan viicudunun en biiyiik organi cilt,
yas, ultraviyole radyasyona (UVR) maruz kalmas1 ve kimyasal kirlilik sebebiyle
yaslanma belirtileri goriilmektedir. Bilim ve teknolojik gelismeler ve insan yasam
kalite standartlarinin iyilesmesi sonucu cilt yaslanmasina daha fazla O6nem
verilmekte olup arastirmalara ilgi artmaktadir. Ozellikle kadinlar olmak {izere
bir¢ok kisi giinliik harcamalarinin biiyiik bir oranini cilt yaslanma tedavisine ve

kozmetik ilaclara ayirmaktadir (Cao vd., 2020).

Cilt yaslanmas1 ve beslenmeye ilgi her gegen giin artmaktadir. Su tiikketiminin
diisiik olmasi, yiiksek yagli ve rafine seker igeren besinlerin diyete yer almasi,
cesitli gida katki maddelerinin tiiketilmesi gibi bazi beslenme aligkanliklari
sagliksiz olup, cilde zarar vermektedir. Giinliik su tiiketimin yeterli diizeylerde
olmasi1 gibi saglikli diyet modellerinin secilmesi, antioksidan ve polifenolik
acisindan zengin igerige sahip meyve, sebze, kuruyemis ve baklagillerin
beslenme planina eklenmesi, diisiik glisemik indekse sahip besinlerin alinmasi,
probiyotikler ve fitodstrojenler cilt saghigini gelistirmek ve yaslanmay1
geciktirmek i¢in bu besinlerin tiiketilmesi gerekmektedir (Ahmed ve Mikail,

2024).

L.929 hiicre hatt1, toksisiteyi incelemek i¢in yaygin olarak tercih edilen bir test
sistemidir. Yapiskan bir fare fibroblast hiicre ¢izgisi tiiridir (Eljezi vd., 2019).
Bizim ¢alismamizda 48-24 saat inkiibe edilen hiicrelerin L929 hiicre hattinda
hiicrelerin canliligina etkisi incelenmistir. Bulgularimiza gore, 24 saat inkiibe
edilen L929 hiicrelerin canliliginda, kolajen miksinde, niitrikozmetik kolajenli
yesil cay ve normal yesil cayda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir. 48 saat
inkiibe edilen hiicrelerin canliligi ise, Kolajen miksinde ve niitrikozmetik kolajenli
yesil ¢ayda sirayla; %114,4 + 4.6 ve %117,6 + 2,1 artis goriilmiis olup; normal
yesil ¢ayda ise 300 pg/ml ve 400 pg/ml dozlarinda canlilik oranlarinda diisiis
belirlenmistir. Yesil cayda en fazla aktivitesi bulunan GTP’ler, katesinler,
kuversetin, mirisetin ve kamferol gibi flavonoidler bulunmaktadir. Epikatesin,

epigallokatesin, epikatesin galat (ECG) ve epigallokatesin galat (EGCG) dahil
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olmak iizere katesin diizeyi yesil ¢ayda yiiksek konsantrasyondadir. Polifenollerin
toplam igerigin %60-80’ini katesinlerden meydana gelmektedir. Katesinler
antioksidan bakimindan zengin bir igerige sahiptir. Cilt saghigi icin fayda
saglamaktadir (Olson vd., 2020; Karaca ve Giizel, 2024). Yesil ¢ay ile yapilan bir
calismada, yesil c¢ayin sitotoksik olmayan diizeyi, %0,5 mg/mL dozu
kullanilmistir. Yesil cay epigallokatesin gallat, epigallokatesin ve epikatesin
galattan meydana gelmektedir. Yesil ¢ayin hiicre canlilig1 testine gore, B16F10
melanoma hiicrelerinde ve insan derisi fibroblastlarinda sirasiyla %96,04 + 6,76
ve %93,44 = %0,95 bulunmustur. Bu bulgular, yesil cayin 6nemli diizeyde
baskilanmas1 da dahil olmak {izere, cilt yaglanmasina kars1 aktivite gostermistir.
Yesil cayimn, gida, saglik, dogal ilaglar ve niitrikozmetik iiriinlerde cilt
yaslanmasini Onleyici bir bilesene olarak tercih edilebilecek fonksiyonel bir
islenmis bitki olabilecegi bildirilmistir (Chaikul vd., 2020). Calismamizda
kullanilan niitrikozmetik kolajenli yesil ¢ay iiriinlimiiz, yesil ¢ay ve kolajenin bir

araya gelmesiyle sinerjistik bir etki ortaya koyabilir.

HaCaT hiicreleri 6liimsiiz hale getirilmis olan insan keratinositleridir. Epidermal
homeostazisi ve bunun patofizyolojisini aragtirmak i¢in kullanimina siklikla
basvurulmaktadir (Arunkumar vd.,2020). Calismamizda 24-48 saat inkiibe edilen
hiicrelerin HaCaT hiicre hattinda hiicrelerin canliligina etkisi incelenmistir. 24
saat inkiibe edilen HaCaT hiicrelerin canliliginda, kolajen miksinde,
niitrikozmetik kolajenli yesil ¢cay ve normal yesil cayda anlamli bir farklilik tespit
edilmemistir.48 saat inkiibe edilen HaCaT hiicrelerin canliliginda, kolajen
miksinde 400 pg/ml dozunda %120,4 + 4.6 artis goriilmiistiir. Normal yesil ¢ayda
ise 300 pg/ml ve 400 pg/ml dozlarinda canlilik oranlarinda diisiis belirlenmistir.
Camellia Sinensis’ten tiiretilmis olan yesil ¢ay polifenolleri (GTP), terapdtik
etkileri ve antioksidan aktiviteleri sebebiyle oldukga ilgi g¢ekmektedir. Bu
polifenollerin anti-inflamatuar, anti-diyabetik, anti-mikrobiyal, anti-trombotik,
anti-alerjik ve anti-nérodejeneratif etkileri dahil olmak fiizere bir¢ok farkli
ozellikleri bulundugu tespit edilmektedir (Kochman vd., 2020; Zhao vd., 2022).
Yesil cay ile yapilan bir bagka c¢alismada ise, yesil ¢cayin igerdigi katesinlerin
saglik iizerinde bircok etkisi oldugu gdsterilmistir. Insanlar {izerinde yapilan

calismalarin sonucglarina gore, antihipertansif, antikanser, antibakteriyel,
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antiobezite, antidiyabetik, yaslanma karsit1 gibi pek c¢ok etkisi oldugu
bildirilmistir (Sarma vd., 2023).

Bu arastirmada, kolajenli yesil ¢ayin, L929 hiicrelerinde toplam rolatif telomer
uzunlugunu 24.saate 64,7 kat, HaCaT hiicrelerinde ise 48.saat sonunda 2,2 kat
arttirdigr tespit edilmistir. L929 hiicre hattinda kolajenli yesil ¢ay (YC+K
400mg/ml) 24.saate MTS hiicre canlilik orani ve rolatif telomer uzunlugu (TEL)
arasinda anlamli iliski saptanmistir (p=0.000022<0.05). Diger taraftan, HaCaT
hiicre hattinda kolajenli yesil ¢cay (YC+K 400mg/ml) 48.saate MTS hiicre canlilik
orani ve rolatif telomer uzunlugu (TEL) arasinda anlaml1 iligki saptanmistir (p=0.
000011<0.05). Koreli 1552 yetigskin bireyin katildigi bir ¢alismada, 16kosit
telomer uzunlugunun 6 yillik farkliliklari ile yesil cay ve kahve ve alkolsiiz igecek
tiketiminin iligkisi incelenmistir. Sonuglara gore, giinlik yesil ¢ay ve kahve
aliminin 16kosit telomer uzunlugunu artisi ile aralarinda pozitif yonli, ancak,
alkolsiiz i¢ecek tiiketimini ile ise negatif yonli iliski oldugu tespit edilmistir
(Sohn vd., 2023). Bir diger arastirmada ise, 10 obez ve 8 normal Beden Kitle
Indeksi’ne (BKI) sahip kadin bireylere 8 hafta boyunca yesil cay takviyesi
verilmistir. Obez kadinlarda 8. haftanin sonunda telomer uzunlugunda artis
oldugu rapor edilmistir (Nonino vd., 2018). Bu bulgular, bu ¢alismada elde edilen
rolatif telomer uzunlugu bulgular1 ve kolajenli yesil ¢ay takviyesi arasindaki

iliskiyi dogrular niteliktedirler.

Kolajen ve telomer uzunlugu arasindaki iliski incelendiginde, diyet yoluyla orta
diizeyde (1,36-3,40 g/1000 kkal) alinan kolajenin kadinlarda telomer uzunlugu
tizerinde pozitif iligkisi oldugu bildirilmistir. Erkek katilimcilarda ise, telomer
uzunlugu ve kolajen arasinda anlamli iliski bulunmamistir (Jin vd., 2023). Bu
sonuglara gore, bu calismada elde edilen bulgular Uluslararasi arastirmalar ile

ortiismektedir.

Bu c¢alismada elde edilen bulgulara gore, niitrikozmetik kolajenli yesil cay
tilketiminin telomer uzunluguna yararli etkileri olabilecegi ve hizlandirilmis

biyolojik yaslanma siirecini yavaslatabilecegi diisiiniilmektedir.
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SONUC

Bu arastirmada, Tip 1 & 3 kolajen miksi, niitrikozmetik kolajenli yesil ¢ay ve
normal yesil ¢ay tiriinlerinin toplam protein, EAA, non-EAA kompozisyonlar1 ve
iriinlerin L929 ve HaCaT testleri ile hiicre canliligina etkileri incelenmistir.
Sonug olarak, Tip 1 & 3 kolajen miksi, niitrikozmetik kolajenli yesil ¢ay ve
normal yesil ¢ay iiriinlerinin insan saglig1 lizerindeki etkilerinin biyoyararlanim

ve molekiiler tabanli yontemler ile de arastirilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Bu noktadan hareketle, arastirma konusu hakkinda asagidaki Oneriler

siralanabilir:

e Niitrikozmetik iiriinlerin ilerleyen donemlerde daha sik tiiketilecegi g6z
oniinde bulundurularak, bu gibi iriinlerin niitrisyonel Kkaliteleri ve

potansiyel saglik etkilerinin genis kapsamli ¢alisilmasi1 gerekmektedir.

e Nitrikozmetik alant ve driinleri agisindan regiilasyonlarda yer alan

bosluklarin hizli sekilde giderilmesi dnem kazanmaktadir.

e Niitrikozmetik {riinlerin {iretim teknolojilerinin niitrisyonel agidan
olumsuz etkilerinin - minimum seviyelere indirilebilecek sekilde

gelistirilmesi 6nemlidir.

e Niitrikozmetik iirtinler hakkinda yiiksek 6gretim kurumlarinin ilgili bilim
dallarinda dersler miifredata alinmali, 6zellikle lisansiistii arastirmalari

tesvik edilmelidir.

e Niitrikozmetik tirlinleri imal, ithal ve ihra¢ eden kuruluslar ile bilimsel is

birligine gidilmeli ve akademik destek verilmelidir.
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